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BALANCE ACIDES-BASES DE LA COMPOSITION 
CHIMIQUE DE PLANTES DE TABAC ALIMENTÉES 
EN AZOTE NITRIQUE OÙ EN AZOTE AMMONIACAL 


PAR 


J. CHOUTEAU 
Institut expérimental du Tabac, Bergerac 


PLAN DU MÉMOIRE 


I. — Dispositif expérimental. 
II. — Résultats. 
a) Développement des plantes. 


b) Composition chimique des plantes. 
c) Incidence de la composition chimique sur l'équilibre acides-bases. 


III. — Conclusion — Discussion. 


I. — Dispositif expérimental 


Des plantes de tabac ont été élevées en vases de végétation par la 
technique des cultures hydroponiques. Ies deux solutions nitrique et 
ammoniacale avaient la composition suivante : 


Solution nitrique (en meq. par litre) 


NO; PO SO, CI Total 

K 4 0,5 4,5 
Na I . 
Ca ‘ 10 10 
Mg 375 QUE 
NH, o à 
Total 10 5 3,75 0,5 
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Solution ammonicale (en meq. litre) 


NO; PO; SO, CI Total 
K 4 0,5 4:5 
Na I - 
Ca 10 10 
Mg 3575 3:75 
| 
NH, 10 10 
Total ) 5 23,75 0,5 


Les oligo-éléments ont été apportés suivant la formule de SHIVE 
et ROBBINS. 

Les deux solutions ont été amenées à pH 6 par des quantités appro- 
priées de soude. I1 a été toutefois impossible de maintenir ce pH tout au 
long de la percolation des solutions nutritives. En effet, quel que soit 
. le pH de départ et la vitesse de passage des liquides, tous les percolats 
convergent vers un pH de 6,6 à 7 dans le cas d’une solution nitrique et de 
3,5 à 4,0 dans le cas d’une solution ammoniacale. 


II. — Résultat 


a) Développement des plantes 


Les plantes ont été épamprées et écimées à 10 feuilles. Les diffé- 
rentes parties du végétal ont été prélevées au moment de la maturité 
technique des feuilles. 

Quelques résultats concernant le développement des plantes ont été 
groupés dans le tableau I. Ils montrent que les plantes des séries ammo- 
niacales ont atteint un très faible développement. Dans les séries nitriques, 


au contraire, les feuilles présentaient un développement rarement observé 
dans les cultures de plein champ. 


TABLEAU I 


Poids moyen en grammes des feuilles 
des plantes alimentées en azote nitrique ou ammoniacal. 


Traitement Poids vert par pied Poids sec par pied | Eau % du poids vert 
Alimentation ammoniacale, 167,7 IS 
Alimentation nitrique . 26 


de di dr) 154,2 86,1 
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b) Composition chimique des plantes 


Dans le tableau IT, figurent les résultats des dosages des éléments 
cationiques, K, Ca et Mg et des déterminations d’alcalinité des cendres 
(acides organiques combinés). La comparaison de la somme des cations 
et de l’alcalinité des cendres fait apparaître un excès des premiers cor- 
respondant approximativement aux anions minéraux. 


TABLEAU II 


Balance acide-base de la matière sèche totale 
(résultats en meg.]100 g. m.s.). 


Dénee res . sa Me nu RS Me 
Le] 

cs Feuilles basses 85 26 6I 172 91 81 
2.8 | Feuilles médianes 07 42 35 174 76 98 
E 5 Feuilles hautes 56 30 33 119 89 30 
2 Tige 37 37 16 90 53 37 
£ Racines 29 35 13 77 63 14 
Feuilles basses IAI 147 96 384 336 48 
& = | Feuilles médianes | 118 126 80 324 281 43 
5.7 | Feuilles hautes 113 88 05 296 257 39 
se Tige ot 31 28 150 I21 29 
2 Racines 32 33 30 G5 75 20 


Comme il a déjà été montré par ailleurs (1) l'accumulation des bases 
et des acides organiques qui leurs sont liés est surtout sensible dans les 
feuilles âgées (feuilles basses). Les tiges et surtout les racines sont très 
pauvres en sels d'acides organiques. 

La nutrition ammoniacale abaisse considérablement la teneur en 
éléments cationiques. Dans le système foliaire cette influence est surtout 
marquée pour le calcium (il y a environ 4 fois moins de calcium dans les 
feuilles des tabacs « ammoniacaux » que dans les feuilles des tabacs 
« nitriques »). Au niveau des racines l'influence de la nutrition ammonia- 
cale sur la teneur en K et Ca est peu importante ou nulle. 

On constate également que, sauf dans le cas des racines, l’absorp- 
tion d'azote sous forme NH,* abaisse nettement plus la somme des anions 
organiques combinés que la somme des cations. Ceci laisse supposer qu'il 
se produit une accumulation d’anions minéraux. Parmi ceux-ci, les phos- 
phates occupent une large part comme le montre le dosage du phosphore 
total (Tableau III). 

Les feuilles du type ammoniacal contiennent 4 à 3 fois plus de phos- 
phore que les feuilles du type nitrique. 

Dans la tige, les différences s’âtténuent pour disparaître dans les 
racines. Cette dernière constatation confirme que la nature de l'azote a 
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relativement peu d'influence sur la composition chimique de la racine de 
la plante de tabac et illustre une fois encore cette opposition que l’on 
rencontre constamment entre l'accumulation des acides organiques et 
celles des anions minéraux. 


TABLEAU III 


Teneurs en phosphore total 
(résultats en meq de Po, H; pour 100 g de m.s.). 


Feuilles Feuilles 


| Feuilles eu Tige Racines 
hautes médianes basses “ 
| 
Alimentation am-| 
moniacale ...... 80 66 59 28 22 
Alimentation nitri- 
QUE ES. 13 | 16 13 11 20 


Les acides organiques ont été dosés et identifiés par chromatogra- 
phie sur silice et sur Dowex I suivant les méthodes mises au point par 
L. Roux et C. LESAINT (2) et par voie chimique suivant les techniques 
décrites par J. BARAUT et M. J. REDEUILH (3). 

L'acidité organique totale des extraits réservés à la chromatographie, 
a été dosée par titration potentiométrique. On a évalué les acides orga- 
niques totaux à deux fois l’acidité comprise entre pH 4 et pH 6. La titra- 
tion à partir du pH initial des extraits (1,7) entraînerait des erreurs 
grossières dues en particulier à la présence d'importantes quantités 
d'acides minéraux (surtout PO,H.) dans les extraits des tabacs ammo- 
niacaux. Par contre l’acide phosphorique titré entre pH 4 et pH 6 repré- 
sente moins de 1/10€ de la première fonction de cet acide. Cependant si 
l'acide oxalique est élué par la méthode chromatographique utilisée, 
il conviendra d’en tenir compte dans l'acidité globale puisqu'on ne dose 
qu'une fonction de cet acide en doublant l'acidité comprise entre pH 4 
ét pH 6. 


Le dosage potentiométrique des extraits a donné les résultats sui- 
vants : 


(Résultats en meg pour 100 g de m.s.). 


Acidité totale 
entre pH 1,75 et pH7 


ra, Acides organiques totaux 
Acidité entre pH 4 et pH 6|(ac. oxalique non compris) 


1/10° PO, H déduit 
extrait |extrait | extrait | extrait extrait |extrait 
alcool. |aqueux de alcool. |aqueux A alcool. laqueux 15e 
Haba AN HER 230 50 280 18 o 18 o o 
Tabac NO, .: 212 88 300 80 20 100 ee 40 196 


a + © à 
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Les chromatographies sur Dowex I et sur silice ont permis d’identi- 
fier et de doser les acides malique, citrique, oxalique, succinique, malo- 
nique, fumarique, aconitique, shikimique, quinique et pyrrolidone car- 
boxylique. Les résultats obtenus sont groupés dans le tableau IV et repro- 
duits par le graphique r. Les deux acides quantitativement les plus impor- 
tants dans les feuilles de tabac du type NO, sont l'acide citrique et sur- 
tout l'acide malique. Lorsque ces deux acides existent en quantités 
importantes les méthodes chromatographiques et chimiques donnent des 
résultats voisins. Par contre, lorsque ces quantités sont très faibles le 
dosage par oxydation permanganique peut conduire à une nette suresti- 
mation. 


TABLEAU IV 


Identification et dosage des acides organiques des feuilles 
de plantes de tabacs alimentées en azote nitrique et en 
azote ammomacal. 


Ne] 
Malique | Citrique à x LS o . o o és ch 
DANS | A NON EEE, SANTE 
ASE SNS 5 ps EE SES URSS Na ES | SsS 
Organiques E || 6 NE le |E = ci £ 6 ‘5 NE = 5 © 
£ © £ © = SRE nn Sel NE EMSS ‘0 
Salé) Al SIG) OISE AIS |E | < |) SE L< 
SALON OMS 

Alimentation 
ammoniacale...| 1,3| 24 | 0,9| 7 | 2,9| 3,0 2,6 | 0,8 | 2,5 |traces ép |e 

Alimentation 
TIVFIQUE = 122 NTTG 22 29 | 28 8 Ce ON Mate) 0,5 |185,1| 210 


Dans les feuilles de tabac du type ammoniacal tous les acides orga- 
niques existent à l’état de traces. I1 semble donc prouvé que la réduction 
de l’anion NO, soit le processus fondamental qui précède l’accumula- 
tion de l’ensemble des acides organiques. 


c) Incidence de la composition chimique sur l'équilibre acide-base 


La méthode des titrations potentiométriques des extraits aqueux 
permet d'obtenir une idée d'ensemble de l'équilibre entre les fractions 
libres et combinées de l'acidité hydrosoluble. En utilisant cette méthode 
Gouny (4) a mis en évidence que l'alimentation ammoniacale provo- 
quait une acidification des tissus végétaux. 

Nous avons, à ce point de vue, obtenu des résultats apparemment 
contradictoires selon la méthode d'extraction utilisée pour recueillir 
la fraction hydrosoluble. 

Dans une première méthode nous extrayons le suc cellulaire par pres- 
surage à 300 kg des feuilles vertes soumises à une éthérolyse de quelques 
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minutes après la cueillette. Le jus obtenu est filtré et immédiatement 
titré. Le graphique 2 donne un exemple de titration potentiométrique 
d'extraits de feuilles de tabac du type NO, et du type NH,. Toutes les 
courbes obtenues conduisent aux conclusions suivantes : 

— Les feuilles des plantes de tabac alimentées en azote NH, ont 
un suc cellulaire très peu tamponné, entre pH 6 et pH 2,5. Ce phénomène 
résulte d'un déficit à la fois en acides organiques libres et en acides orga- 
niques combinés. Par contre, les mêmes sucs cellulaires présentent un 
pouvoir tampon très important de pH 6 à pH 10 en raison de leurs très 
fortes teneurs en phosphates et en substances azotées organiques solubles. 


meq /100g. ms 
180 100220 60 140 220 


GRAPHIQUE 2. — Titrations potentiométriques d’extraits aqueux de feuilles fraîches. 


Ce type de suc cellulaire est donc très peu « protégé » contre les phéno- 
mènes biochimiques tendant à une acidification. 

La présence de très grosses quantités de phosphates solubles rend 
très difficile le dosage des acides organiques libres. Si toutefois on con- 
vient d'estimer l'acidité organique libre à deux fois l'acidité titrée 
entre pH 5,2 et pH 6 et l'acidité organique combinée au pouvoir tampon 
entre pH 5,2 et pH 2,5, on constate que l'alimentation ammoniacale 
augmente le pourcentage d'acides organiques libres. Dans le cas du gra- 
phique 2 les pourcentages d’acides libres par rapport à l’acidité totale 
ont les valeurs suivantes : 


Tabac NH, Tabac NO; 
22 32 nu 
San .100 æ 35 mes IOO EE, 15 
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Cependant nous n’avons jamais observé d’abaissement notable du pH 
des extraits cellulaires des tabacs alimentés en azote ammoniacal. Il 
faut en conclure que des substances autres que les acides organiques con- 
courent au maintien du pH à une valeur indépendante du type d'ali- 
mentation azotée. 

Dans une deuxième méthode, nous avons titré le même extrait de 
tissus foliaires frais après l’avoir déféqué à l'alcool de telle façon que le 
milieu titre 660. 

On observe dans ces conditions (graphique 3) 

— une élévation du pH des extraits identique pour les deux types 
d'alimentation azotée, 


meg/100 q.ms 
180 100 20 60 140 220 


GRAPHIQUE 3. — Titrations potentiométriques d'extraits alcooliques de feuilles fraîches. 


— une augmentation très importante du pouvoir tampon des extraits 
de tabacs ammoniacaux du côté de l’acidité combinée, augmentation! due 
à une meilleure titration, en milieu alcoolique, des acides aminés. 

— une diminution de l'acidité organique libre apparente des mêmes 
extraits résultant de l'augmentation du pH, mais aussi d’une précipita- 
tion de certains phosphates. Dans ces dernières conditions de titration, 
le rapport de l'acidité libre à l'acidité combinée est à peu près identique 
dans les deux types de tabac. 

Une #roisième technique consiste à titrer la fraction soluble obtenue 
par agitation de la poudre végétale séchée à 1002 avec de l’eau bi-per- 
mutée. En utilisant cette méthode on constate une divergence complète 
des équilibres acide-base selon le type d'alimentation azotée, Si dans le 
cas d’une alimentation nitrique la superposition est presque parfaite entre 
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l'extrait sur tissu frais et l'extrait sur tissu sec, par contre, on constate 
que le séchage à 1002 de feuilles de tabacs alimentés en azote NH, décale 
très fortement vers l'acidité la courbe de titration de l'extrait aqueux 
(Graphique 4). Par cette méthode on obtient un abaissement du pHd’envi- 
ron 2 points, avec une acidité libre représentant 63 p. 100 de l'acidité totale. 

De l’ensemble des observations recueillies au cours des titrations 
potentiométriques des différents types d'extraits, il résulte que la nutri- 
tion ammoniacale a une incidence négligeable sur le pH des extraits de 
suc cellulaire frais de feuilles et ce, malgré une augmentation apparente 


7 
7 
/ 
NH," 
CA 
/ 
/ 
/ 
/ 
La 
/ 
‘ 
La 
LA 
meq /100 g.ms 
260 180 100 20 60 140 220 
GRAPHIQUE 4. — Titrations potentiométriques d'extraits aqueux de feuilles sèches à 1000. 


du rapport entre l'acidité libre et l'acidité combinée. Toutefois le suc 
cellulaire des plantes ammoniacales est très mal tamponné du côté acide 
(pH < 5,2). La protection du végétal semble être assurée, à ce point de 
vue, par des substances thermolabiles qui sont probablement des sub- 
stances azotées organiques simples se titrant bien en milieu alcoolique 
mais dont l’insolubilisation ou la destruction artificielles (séchage à 
1002) où métaboliques (synthèse de substances plus complexes) provo- 
quent un abaissement du pH de la fraction soluble incompatible avec une 
activité enzymatique normale. 


III. — Conclusion — Discussion 


Plusieurs auteurs ont montré que l’azote ammoniacal peut amélio- 
rer la croissance des végétaux lorsqu'il ne représente qu’une fraction de 
la nutrition azotée. Cependant cette forme d'azote ne peut à elle seule 
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assurer le développement normal de la plante. L'explication doit en être 
recherchée dans l’action de NH, sur le milieu nutritif et sur la biochimie 
de la plante. 

La nutrition ammoniacale provoque une acidification très importante 
du milieu nutritif que corrige insuffisamment un renouvellement cons- 
tant de la solution. Toutefois, ce phénomène ne peut expliquer à lui seul 
la croissance défectueuse de la plante « ammoniacale » puisqu'en milieu 
nitrique à pH4 la croissance a été excellente. 

Au point de vue biochimique, nous avons constaté que l'azote am- 
moniacal freinait l'accumulation des cations dans le système foliaire et 
tout spécialement celle du calcium. Ce phénomène est beaucoup moins 
sensible au niveau des tiges et surtout des racines. 

L'accumulation des anions organiques est réduite dans des propor- 
tions beaucoup plus importantes que celle des cations. Ce phénomène 
se traduit au point de vue balance acide-base par un enrichissement im- 
portant du système foliaire en anions minéraux. On ne peut donc fournir 
comme seule explication à la quasi-disparition des acides organiques des 
plantes alimentées en ammoniaque, la compétition cationique au niveau 
des racines jouant en faveur de NH,* aux dépens des autres cations. Le 
phénomène essentiel du métabolisme du type ammoniacal nous semble 
être la liaison des cations à des anions peu métabolisés : PO, et SO,.. 
Il est probable que les acides organiques identifiés et dosés dans les tabacs 
« ammoniacaux » correspondent à la faible fraction de ces anions dont 
l’organisation a libéré une quantité équivalente de cations. Dans les 
tabacs alimentés en azote nitrique, la quasi-totalité des anions NO,- 
absorbés, est réduite et les cations libérés viennent se fixer sur les acides 
organiques dont l'accumulation devient une nécessité biochimique. 

Ce raisonnement doit trouver sa confirmation dans la détermination 
suivante : si à un instant donné on dose l'azote organique total contenu 
dans l’ensemble de la plante, le résultat obtenu exprimé en milliéquiva- 
lents de NO,- doit être égal à la somme des acides organiques combinés 
existant au même instant dans l’ensemble de la plante. Nous avons réa- 
lisé cette détermination sur trois groupes de plantes alimentées en azote 
nitrique. Dans chaque cas, nous avons pu faire les observations suivantes : 
la somme des anions organiques combinés de la plante est inférieure à 
celle de l'azote total exprimé en NO, ; l'écart entre ces deux grandeurs ne 
dépasse pas 20 p. cent de la moyenne de leurs valeurs. 

Nous retrouvons dans les trois étages foliaires les caractéristiques de 
leur âge physiologique : 

— feuilles basses (type âgé) : anions org. comb. > N organique. 
dre feuilles médianes (type interm.) : anions org. comb. — N orga- 
nique. 


— feuilles hautes (type jeune) : anions org. comb. < N organique. 
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L'écart trouvé globalement entre les anions organiques et l'azote 
total correspond probablement à la fraction des acides organiques éli- 
minée par les racines. 

Toutes ces modifications profondes de la composition chimique de 
la plante résultant d’une alimentation ammoniacale ne semblent pas 
entraîner d’abaissement sensible du pH du suc cellulaire bien qu’appa- 
remment la proportion des acides organiques libres par rapport aux 
acides organiques combinés augmente sensiblement. Ie maintien du pH 
à 5,2 semble dû à des substances thermosensibles titrables en milieu 
alcoolique. 


RÉFÉRENCES BIBLIOGRAPHIQUES 


(1) CHOUTEAU (J.). — Les équilibres acides-bases dans le tabac Paraguay. 
Thèse présentée à la Faculté des Sciences de Bordeaux le 27 juin 1960. 

(2) Roux (L.) et LESAINT (Mme C.). — Mise au point d’une technique de 
détermination des acides organiques chez les végétaux. Ann. phys. 1, 
PP. 93-109, Janvier-février, 1950. ; 

(3) BArAUD (J.) et REDEUILH (M. J.). — Dosage des acides aspartique et 
glutamique en présence des acides malique, citrique et succinique. Bull. 
Soc. chim., 1957, 677. ; : 

(4) Gounxy (P.). — Observations sur les particularités de l'alimentation 
ammoniacale en l’absence et en présence de calcaire. Ann. Agr., 4 pp. 
598-614. Juillet-août 1955. 


27 
. 
0 U £ : ' ge 
‘ 
AE L 
ne 
w 
| Lu 
WE CAL 
À 
l S 
' 
x L 
i 
‘dur 
* 
» 
vni'r . 
,} 
* 
‘ 
ax 
- 
* 
{ 
\ 
n 
+ 
11 
* 
, 4 ' 
\ sai 1 LE L ' k 
x à , (4 0 


fi} TT RE pr ds Lk « s ia efta nes 
ut. hs sitaliitnit anni { Lo piqiehs port rfi | h 
l'a ART ar eu CS d'etre cet honte era 


ALLER ATIT.-UE 0 TUPPMNY DS ei Va PATE 


hs UT TON GR EM 14 Maure H Jay rtn Les cit 


CARRE CHUTES FUI. a NE. 
ER cran {UVDE RGP IT laniote, où. “x +. 
RL cite 4" Le 4 Fe e4 "1. rats 

| h ani et en 


Lu Per è 


Ke bat tot Ir Soie L 


= ; Va . . En 7 
_.. = 

7 

.. 


ANN. PHYSIOI. VÉG. (4, 1960) 


EXTRACTION DE DEUX SUBSTANCES 
DE FLORAISON 


PAR 


H. HARADA 


Laboratoire du Phytotron, Centre national de la Recherche scientifique, 
Gif-sur-Vvette. 


I. — Apparition de substances nouvelles (E) au moment 
de la montée à fleur. 


Ayant entrepris l'étude des variations des substances de croissance 
naturelles en relation avec la mise à fleur (3, 5), nous avons observé, 
sur les chromatogrammes, l'apparition de substances nouvelles (appelées 
provisoirement « substances E ») au moment où l’apex devenait capable 
de se transformer en hampe florale. Ces substances, actives sur le test 
mésocotyle, ont été observées en particulier dans le cas d’une espèce 
de jours longs (Rudbechia speciosa Wend.) et de la variété de chrysan- 
thème « Shuokan » qui est indifférente au photopériodisme mais qui a 
besoin d’être vernalisée pour fleurir (8). 


II. — Propriétés florigènes des substances E, 


Nous avons alors entrepris de récolter une quantité assez grande de 
substances E pour pouvoir en traiter des plantes en conditions non- 
inductives. C’est ainsi que nous avons injecté à des rudbeckias maintenus 
en jours courts (10-12 h) de la substance E extraite de rudbeckias induits. 
Le résultat a été la floraison des plantes traitées (6). 

De même nous avons extrait et purifié par chromatographie assez 
de substance E de chrysantèmes « Shuokan » vernalisés pour pouvoir 
traiter d’autres pieds non vernalisés. Tous les pieds traités sont montés, 
alors que les témoins sont restés en rosette. Sept sur les huit plantes mon- 
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tées, soit 88 p. 100 ont fleuri (Tableau 1 et fig. 1). Comme cette variété 
de chrysanthème peut être mise à fleur sans vernalisation par l'acide 
gibbérellique (4), une autre série avait été traitée parallèlement avec de 
la gibbérelline A, : toutes ces plantes sont montées et ont fleuri, elles 
aussi. 


TABLEAU I 
Effet de l'acide gibbérellique et de la substance E 


de chrysanthème (var. « Shuokan ») sur la montée et la 
floraison de chrysanthèmes « Shuokan » non vernalisés. 


Longueur 
Longueurs = à ne Pourcentage 
Substance moyennes des dé rm mr M de plantes 
. Ÿ #9 
tiges (cm.)G) (cm.) @) fleurissantes 
ENOooveescoe 15,4 + 2,3 44,9 + 1,2 0,34 o% 
AG ESS Sa eee 76,1 + 2,0 49,3 + 1,4 1,55 100 % 
NOR Euatnent 69,3 + 3:7 551 +1I,3 1,26 88 % 


() Chaque chiffre est la moyenne de 8 mesures. Résultats mesurés 22 semaines après le début 
des traitements. 

@) Appliquée par moitié sous forme de pâte à la lanoline, par moitié en injections avec 0,1 p. 100 
de « Tween 80 » dans les pétioles (cf. E). 

(5) Par plante : 20 mg de pâte à la lanoline contenant 50 y d’AG, appliquée en une fois. 

(4) Par plante : substance E provenant de 1,35 g (poids sec) d’apex appliquée par moitié sous 
ne de pâte à la lanoline, par moitié sous forme d’injections (avec 0,1 p. 100 de « Tween 8o ») dans les 
pétioles. 


Il a donc été possible de faire fleurir des rudbeckias en jours courts 
au moyen de la Substance E extraite de rudbeckias induits et des chry- 
santhèmes « Shuokan » non vernalisés au moyen de la Substance E pro- 
venant de « Shuokan » vernalisés. 


III. — Autres cas d'extraction de florigènes 
cités dans la littérature. 


CZAILACHJAN (1, 2) a également pu induire la floraison de rudbeckias 
en jours courts au moyen d'extraits de feuilles de rudbeckias et de tabac 
(Mammouth). Mais ses extraits ne semblent pas avoir été purifiés. D'autre 
part, il a employé une espèce (Rudbeckia bicolor) dont la floraison peut 
être provoquée par la chaleur, même en journées courtes (7). Enfin, 
CZAILACHJAN n’a obtenu qu'une plante fleurissante sur les quatre traitées 
(dans le cas d'extraits de rudbeckias) et deux plantes sur quatre dans 
celui d'extraits de tabac, et ceci que l'extrait provienne de plantes main- 
tenues en jours longs où en jours courts. 

ROBERTS (10) a aussi préparé des extraits à partir de Xanthium 
induits, avec lesquels il a pu provoquer la floraison de Xanthium non 
induits. Sa substance, cependant, semble être différente de la nôtre. 
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Fic. 1. — Aspect de trois chyrsanthèmes « kan » non vernalisés, 22 semaines apr “but des 
traitements. E : plante traitée à la substance E extraite d’apex de «Shuokan » vernalisés. Gr :plante 
1). 


traitée à l’acide gibbérellique. T : témoin non verna (voir tabl. 
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IV. — Études des propriétés des substances E. 


Les Substances E de rudbeckia et de chrysanthème stimulent 
l'élongation des « mésocotyles » d'avoine. Elles sont également actives 
sur le test maïs nain de PHINNEY (9) qui est spécifique des gibbérellines 
(Tableaux II et III). Enfin, la substace E de Shuokan provoque la germi- 
nation à l'obscurité des graines de laitue « Grand Rapids », comme le fait 
l’acide gibbérellique (Tableau IV). 


TABLEAU II 


Effet de l'acide gibbérellique et de la substance E 
de Rudbeckia speciosa sur l'allongement des gaines 
de plantules de maïs Dwarf-x. 


Longueurs (en cm.) @ : 
Substance () 


1re gaine (I) 2e gaine (II) Total (1) + (I) 
HORS du done are talen sens 1,86 2,56 4,42 + 0,33 
ACrOM lee der e 1,94 2,7 4,83 + 0,21 
AGMSOIPEE LEE rer 2,34 3,46 5,80 + 0,22 
Aro verte 2,88 4,12 7,00 + 0,35 
ODA Et estate dec ets 2,22 3:42 5,64 + 0,14 
POS maesetescmiiresse 2,80 4,03 6,83 + 0,39 
MaiSimormale rs Rene 6,14 0,92 16,06 + 0,74 


®) 0,1 cc de solution aqueuse par plantule. Toutes les solution, y compris l’'H,0 de la série témoin, 
contenaient o,1 p. 100 de « Tween 80 ». 

(2) Chaque chiffre est la moyenne de 10 plantes mesurées 10 jours après le traitement. 

(3) Substance E provenant de 250 mg d’apex (poids sec) prélevés après 3 semaines de jours longs. 

(*) Substance E provenant de 500 mg d’apex (poids sec) prélevés après 3 semaines de jours longs. 


TABLEAU III 


Effet de l'acide gibbérellique et de la substance E 
de chrysanthème (var.« Shuokan») sur l'allongement 
des gaines de plantules de maïs Dwarf-1. 


Longueurs (en em.) @) : 
Substance (1) ——- 


rre gaine (1) 2 gaine(IT) | Total (1) + (x1) 
HO ace re a en ee 2,14 3:05 
3: 5,19 + o,II 
ATOM esse rime rue 2,54 3:77 6,31 + o!14 
AG Too ve nina stietee 2,82 5,17 7:99 + 0,22 
a ) Mate APN AE 3:07 4,85 7:92 + 0,29 
MS NONMAl Eee 552 9,93 15,45 + 0,62 


Sd  Ét S 
; 3 Ë : Rae 
( ) o,1 cc de solution aqueuse par plantule. Toutes les solutions y compris l’H,0 de la série témoin 
contenaient 0,1 p. 100 de « Tween 8o ». 
(?) Chaque chiffre est la moyenne de ro plantes mesurées ro ns après le traitement. 


3 L , z 2 x . 
; ) Substance E provenant de 500 mg. d’apex (poids sec) prélevés après 3 semaines de verna- 
isation. 


LA 


Es ne 


… 
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TABLEAU IV 
Effet de l'acide gibbérellique et de la substance E 
de chrysanthème (var. «Shuokan») sur la germination 
des graines de laitue « Grand Rapids » à l'obscurité. 


Pourcentage (®) de graines 


Substance - 
germées : non germées : 

RO RE ce ren amener ac 20 9 | | 80% 

AG RON RE RE Rene 32 ê 68 

NET HO R ARSEe 50 50 
NERO TIRE SCOR CRE ARE 66 34 
AOC IE PRE on 0e 04 

DORE ARE Re A en pa 50 50 


(1) Compté après 65 heures de germination à l'obscurité et à 25°C. 
. (®) Substance E provenant de 300 mg d’apex (poids sec) prélevés après 3 semaines de vernali- 
sation, dissoute dans 10 ce d'eau distillée, 


Tous ces résultats, plus le fait que l’acide gibbérellique lui-même 
provoque la floraison des rudbeckias et des chrysanthèmes « Shuokan » 
en conditions non inductives, indiquent que les deux substances FE extraites 
appartiennent au groupe des gibbérellines. Le permanganate de K à 
0,5 p. 100 provoque d’ailleurs une coloration jaune sur les chromato- 
grammes à l'emplacement des deux substances KE. 

On peut donc conclure que la substance E extraite du chrysanthème 
Shuokan, comme celle extraite du rudbeckia sont des gibbérellines. La 
floraison de ces deux types de plantes serait donc sous la dépendance 
d’une synthèse de gibbérellines endogènes. 
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ÉVOLUTION DES SUBSTANCES DE CROISSANCE 
DE LA GRAINE ET DE LA GOUSSE DU POIS 
AU COURS DE LEUR DEVELOPPEMENT 


PAR 


J. C. GANDAR 


Laboratoire du Phytotron, Centre national de la Recherche scientifique, 
Gif-sur-Vvette. 


I,//étude des substances de croissance des graines et des gousses du 
Pois (Pisum sativum L.) a été entreprise sur deux variétés, l’une naine 
(« Petite Merveille d'Amérique »), l’autre grimpante (« Alaska »). Le maté- 
riel végétal a été congelé immédiatement après la récolte et lyophilisé. 
Les extraits (au méthanol absolu, à o 0C) ont été chromatographiés sur 
papier Whatman 3 MM selon la technique de double chromatographie 
unidimensionnelle de NrrsCx (4). L'activité biologique a été déterminée 
au moyen du test « mésocotyle » (3). 

Le test « mésocotyle » a révélé l’existence d’au moins six zones bio- 
logiquement actives, appelées provisoirement A, B, €, D, E, F. Il 
est probable que la zone A recouvre au moins deux substances, A; et À, 
qui se trouvent souvent confondues. La figure 1 donne un exemple des 
histogrammes obtenus, à deux âges différents, avec les extraits de graines 
immatures de deux variétés étudiées. 


I — Variations quantitatives 
des substances À, B, C, D, E, F avec Pâge. 


a) Chez la graine (figure 2). — Quatre jours après la floraison, nous 
n’avons décelé aucune substance de croissance, sauf dans la variété « Pe- 
tite Merveille d'Amérique » où € et E sont déjà présentes. 

Trois jours plus tard, c’est à dire sept jours après la floraison, toutes 
les substances sont présentes. À mesure que la graine se développe, leur 
quantité augmente puis diminue. Cependant, la concentration maximum 
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de chacune de ces substances n’est pas atteinte au même stade de déve- 
loppement. Les maxima sont atteints, respectivement : 


pour les substances du groupe À, 10 jours après la floraison, 
pour les substances B et E, 13 jours après la floraison, 


[9 5 IOAISR 2027295 (e) 5 OP s202 
T Smeg Des RASE EN POS 
ALASKA 
6 . 6 
ÉD 13 JOURS 19 JOURS 
Z 3 3 
2 
Lu 12 
+ 
Ce] 
Lu) 
[e) 
à 
ô PETITE MERVEILLE D° AMERIQUE 
ne 15 
LUS B F AIA +5 
8 13 JOURS AA 19 JOURS Ve 
Foi 8/ 
© 
Æ 
e) & | 
u 
CRE ô F 
Ü cn E 
[e) 
CE PS ES ES SO 
(0) 5 (OMS #02 
POSITION SUR LES CHROMATOGRAMMES 
Fic. 1. — Substances de croissance des graines immatures de deux variétés de Pois. Échantillons pré- 


levés 13 et 19 jours après la floraison. Chaque chromatogramme a été effectué avec 2 mg (poids 
sec) de matériel végétal, et suiv ant la technique de double chromatographie unidimensionnelle 
(rer solvant : isopropanol (80) + 28 B. 100 ammoniaque (0,1) + H:0, (19,9) : 20 cm ; 2° solvant: 
hexane (75) + chloroforme (15) + H,0 (10) :25 cm). En abcisses : position sur les chromatogrammes 
En ordonnée : élongation au-delà des témoins des segments de mésocotyle d'avoine (chaque 
barre est la moyenne de 10 segments mesurant 4 mm au départ). L’élongation des témoins en 
présence de 3,10 et 30 y/l d’acide 3-indolylacétique est représentée par des barres blanches à droite 
de chacun des histogrammes. 


pour les substances € et D, 16 jours après la floraison, 
pour la substance F, entre le 16€ et le 19€ jour après la floraison, sui- 


vant la variété. 


Deux substances, B et F, sont soit particulièrement actives, soit 


particulièrement abondantes. 


b) Chez la gousse (figure 3). — Dans la gousse, les substances du 


groupe À et les substances B et D sont présentes deux jours après la 


EQUIVALENTS AIA (4/100 mg. POIDS SEC ) 


PEN | Lis pu 5 Lis cal 


Lacs ls ss 1 lu 1 lasistirsitossat 
O (OM 0 500 10 20 fo} o 10 20 30 
JOURS APRES LA FLORAISON 


Tic. 2. — Variation delateneur en substances À, B, C, D, E. F des graines immatures de Pois des variétés 
« Alaska » (A — lignes pointillées) et « Petite Merveille d'Amérique » (M. A. — traits pleins) au 
cours du développement. En abcisses : âge du matériel, en jours après la floraison. En ordonnées : 
concentration des substances de croissance par 100 mg de matériel sec exprimée en y d’acide 3-indo- 
lylacétique qui produiraient la même élongation des mésocotyles d'avoine, 
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floraison chez les deux variétés, ainsi que la substance F chez la variété 
« Alaska ». La teneur maximum est atteinte : 

pour les substances du groupe À, 4 jours après la floraison, 

pour les substances B, C, D, 4 jours après la floraison. 
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Fic. 3. — Variation de la teneur en substances A, B, C, D, E, F des gousses de Pois des variétés « Alas- 
Ka » (A — lignes pointillées) et « Petite Merveille d'Amérique » (M. A. = traits pleins), au cours 
du développement. En abcisses : Âge du matériel, en jours après la floraison. En ordonnées : concen- 
tration des substances de croissance pour 100 mg de matériel sec exprimée en y d'acide 3-indoly- 
acétique qui produiraient la même élongation des mésocotyles d'avoine. Noter la différence d'échelle 
par rapport à la figure 2. 


Les concentrations des substances E et KF restent stationnaires au 
cours du développement. 


IL. — Comparaison des niveaux des substances À, B, C, D, E, F 
dans les graines et dans les gousses. 


Les substances À et B sont présentes dans la gousse avant de l'être 
dans la graine, C et E semblent apparaître en même temps dans la gousse 
et dans la graine. Les teneurs maxima sont décalées dans le temps chez 
la gousse et chez la graine. Elles sont aussi beaucoup plus faibles chez les 
gousses que chez les graines. C’est ainsi que, pour la variété « Alaska », 
la concentration maximum de substance A est 40 fois plus faible dans la 
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gousse que dans la graine, celle de B : 8o fois, de € : 100 fois, de D : 60 
fois, de E : 120 fois et de F : 1780 fois. 

Pour la variété « Petite Merveille d'Amérique », les chiffres correspon- 
dants sont : 90 fois pour À, 290 pour B, 610 pour C, 150 pour D, 100 pour 
E, 1 160 pour F. 


DISCUSSION 


Remarquons tout d'abord que l’époque à laquelle se produisent les 
maxima est la même pour les deux variétés étudiées. Par contre, les 
valeurs absolues de ces maxima ne sont pas identiques pour les deux 
variétés. Ces différences pourraient être dues à 2 sortes de facteurs : 

a) une différence génétique entre les variétés qui sont l’une naine, 
l’autre grimpante ; 

b) une différence dans la récolte du matériel végétal. En effet, les 
variétés n'étant pas aussi précoces l’une que l’autre, nous avons récolté 
les gousses apparues les premières pour « Petite Merveille d'Amérique » 
(qui a toujours les niveaux les plus hauts en substance de croissance) 
tandis que, pour « Alaska », nous avons pris les 32 et 4° gousses sur la 
plante. 

Quoiqu'il en soit, et quelles que soient leurs concentrations, les 6 
substances se sont trouvées exister chez l’une et l’autre des 2 variétés 
étudiées. 


Correspondance entre les substances À, B, C, D, E, F 
et les substances trouvées chez le Pois par d’autres auteurs. 


La substance que nous avons nommée B est probablement identique 
à la gibbérelline signalée par PHINNEY et coll. (5) comme existant chez 
le pois et qui a été purifiée par WEsr et MURASHIG (6). D'après WEST, 
il s'agirait d’une gibbérelline analogue au « facteur II du Haricot », qui 
selon MacMirLAN et coll. (1) serait la gibbérelline A. 

Le groupe des substances À à Rf 0,1 — 0,2 est probablement celui 
qui a été décelé par MURAKAMI (2). Mais la quantité de matériel utilisée 
par cet auteur (8 grammes) a peut être gêné la chromatographie, de sorte 
que l’activité décelée au Rf 0,1 — 0,2 serait dûe à un mélange des sub- 
stances A,, A, B, C, D, E. Il est aussi possible que le test « gaine de feuille 
de riz » ne soit pas sensible à certaines des substances contenues dans le 
pois. Enfin, le matériel utilisé par MurAKaAMI était peut-être trop âgé 
pour contenir de fortes quantités de substances de croissance. 

La substance F semble également avoir été décelée par MURAKAMI 
(2) au Rf 0,9 grâce au test « coléoptile d'avoine ». La faible activité bio- 
logique décelée nous donne à penser que le matériel utilisé était assez 
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âgé. MurAKaAMI pense qu'il s'agirait d’une substance du type ester où 
nitrile de l'acide 3-indolyl-acétique. Cette suggestion demande à être 
vérifiée, car nous n’avons jamais pu obtenir à cet endroit de réaction 
colorée avec le réactif d’'EHRLICH. 

Les substances C, D et E ne semblent pas avoir été décelées par 
d’autres chercheurs, et leurs identités restent encore à élucider. 


CONCLUSION 


Les résultats présentés ici montrent qu'il existe au moins 6 (et plus 
probablement 7) substances de croissance dans la graine immature du 
Pois. Deux de ces substances (B et F) sont soit très actives, soit très 
abondantes, quatre autres le sont moins (A, et A,, C et D) et une est soit 
présente en très faible quantité, soit très peu active (E). Les concentra- 
tions de ces substances varient beaucoup avec l’âge des fruits. 
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LE PROBLÈME DE L’ACTION DES AUXINES 
SUR°EA DIVISION CELLULAIRE -: 
PRÉSENCE D'UN COFACTEUR DE DIVISION 
DANS LE TUBERCULE DE TOPINAMBOUR 


PAR 


J. P. NITSCH ET Mme C. NITSCH 


Laboratoire du Phytotron, 
Centre national de la Recherche scientifique, Gif-sur-Vvette 


L'un des meilleurs arguments permettant de penser qu’une auxine 
du type acide-3-indolylacétique (ATA) n’est pas seulement une substance 
d’élongation, mais aussi une substance de division cellulaire, est fourni 
par la culture ?n vitro du parenchyme vasculaire de tubercule de topinam- 
bour (Helianthus tuberosus). En effet, comme l’ont montré, GAUTHERET 
(3) puis, à sa suite, de nombreux auteurs dont nous-mêmes (4), des frag- 
ments de tels tissus, prélevés en hiver sur des tubercules mürs, ont un 
besoin absolu d’auxine pour proliférer. On n’observe pratiquement aucune 
division cellulaire lorsque ces tissus sont cultivés sur un milieu synthé- 
tique contenant un sucre et des sels minéraux. Par contre, il suffit d’ajou- 
ter une auxine au milieu pour que se produise un cal volumineux. 

Or les recherches de SK00G et coll. (5) ont mis l’accent sur un méca- 
nisme synergique dans lequel l’auxine devrait être associée à une purine 
du type adénine ou, surtout, 6-furfurylaminopurine (« cinétine ») pour 
provoquer la division cellulaire dans la moelle de tabac. Nous avons pensé 
qu'il existait peut-être, dans les tissus de tubercule de topinambour, 
une « cinétine » naturelle qui, à elle seule, serait incapable de provoquer 
la division cellulaire, mais qui, en combinaison avec l’auxine que l’on 
ajoute au milieu de culture, agirait en synergie pour déclancher une proli- 
fération intense. 


Observations de départ. 


L'idée qui vient d’être exprimée remonte à 1954, époque à laquelle 
nous faisions pousser des fragments de parenchyme de topinambour en 
milieu liquide dans des fioles d'Erlenmeyer. Le milieu était aéré grâce 
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à un système rotatif inspiré de celui imaginé par STEWARD et coll. 
(6). Nous avions alors remarqué que, si l’on mettait plusieurs frag- 
ments de topinambour par fiole, la croissance individuelle de chacun 
des fragments était augmentée par rapport à celle de free 
isolés (fig. 1). Or CAPIIN et STEWARD (1) avaient remarque au con- 
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Fic. 1. — Croissance individuelle de cylindres de parenchyme vasculaire de topinambour pesant, 

au départ, 30 mg de poids frais et cultivés en milieu liquide sur un système rotatif. 1 = 1 explantat 

par fiole d’Erlenmeyer de 125 ce contenant 10 ce de milieu. 2 = 2 explantats par fiole. 4 = 4 
explantats par fiole. 

Chaque point représente la moyenne de 12 cultures. Composition du milieu (par litre) : KCI 

(500 mg), KNO, (500 mg), NH,NO, (200 mg), MgSO,, 7,0 (200 mg), MeCL, 6H,0 (200 mg), 

KH,PO, (150 mg), CaCl, (50 mg), saccharose (50 g), acide 3-indolylacétique (0,088 mg) ; pH : 5,5. 


traire, que, dans le cas de la carotte, la croissance individuelle de 
chaque explantat diminuait lorsqu'on en plaçait plus d’un par 
tube. 

Le résultat obtenu avec le topinambour semblait indiquer qu’une 
substance diffusait d'un fragment vers l’autre, stimulant ainsi la crois- 
sance en présence d'ATA. 
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Effet d'extraits de topinambour sur la croissance de tissu de topinambour. 


Nous avons alors entrepris de faire des extraits de tubercule de topi- 
nambour et d'en étudier l’action sur la croissance des tissus de cette même 
espèce. 

Les extraits ont été préparés de la manière suivante. Des tubercules 
müûrs du clône P 17 (qui est incapable de proliférer sans auxines) ont été 
pelés, coupés en petits fragments et autoclavés 20 min, à 110 0€ avec 
50 cc d'eau distillée par kg de poids frais. Après broyage au mortier avec 
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Fic. 2. — Effet d’un extrait aqueux de tubercule de topinambour sur la croissance de tissus de topi- 


nambour cultivés in vitro. Ën abscisses : concentration de l’extrait en grammes de poids frais ini- 
tial de tubercules. En ordonnées : augmentation du poids frais des cultures au bout de 3 semaines. 
Les explantats pesaient 14 mg (poids frais) au départ. Chaque point représente la moyenne de 12 
cultures. 


du sable propre, la pulpe a été lavée et filtrée : l'extrait aqueux, dont le 
le pH a été ramené de 6,0 à 5,5 (CIH), a été ajouté au milieu de base (1) 
dans les proportions correspondant à 20, 100, 200, 500 et I 000 g de tissu 
frais par litre de milieu de culture. Après stérilisation des tubes pendant 
15-20 min. à 110 ©C, les milieux ont été ensemencés avec de petits cy- 
lindres pesant initialement 14 mg (poids frais), selon une technique 
décrite (4). Les accroissements en poids frais, mesurés 3 semaines après 
la plantation, ont accusé une action stimulatrice nette de l'extrait de 
tubercule en présence de 5 X 107 M d'AIA (fig. 2). 


@) Composition du milieu de base : sels minéraux (voir fig. 1) + Fe citrate (10 mg/l.) + saccha- 
rose (5 p. 100) + AIA (88 y) + Difco Bacto Agar (1 p. 100). 
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Purification du principe actif. 


Nous avons alors entrepris de purifier le principe actif de la manière 
suivante. L,'extrait aqueux brut a été traité au charbon actif, puis filtré. 
Le filtrat, toxique pour les cultures, a été jeté. Par contre, l’éluat métha- 
nolique du charbon a stimulé fortement la prolifération (M, fig. 3). 


CROISSANCE (mg poids frais) 


TSET AP ONMINEN AG 


Fic. 3. — Purification du principe actif du tubercule de topinambour : effet des diverses fractions 
sur l’augmentation de poids frais des cultures de parenchyme vasculaire de topinambour. Poids 
frais des explantats au départ : 20 mg. T = série témoin sur le milieu suivant (g/l) : NO,K (2}, 
CIK (1,5), SO,4Mg. 7H,0 (0,25), (PO,Na), (0,125), CLCa (0,025), saccharose (50), ATA (88 y/1), gélose 
(x p. 100). ET = T + extrait aqueux de 500 g de tubercules par litre. F = T + filtrat après adsorb- 
tion de l'extrait aqueux sur charbon actif. M = T + éluat méthanolique du charbon actif. E = T + 
fraction éthérée de l’éluat méthanolique M. Aq = T + fraction aqueuse de l’éluat méthanolique 
M. Le pH des milieux de culture était 5,5 dans chaque cas avant l’autoclavage. Chaque résultat est 
la moyenne de r2 cultures. La longueur des barres verticales est égale à 2 fois l'erreur standard. 


Cet éluat a été évaporé à sec et repris par de l’eau. Après acidification à 
pH 3,0 (CH), la solution aqueuse a été reprise par de l’éther. La fraction 
éthérée a stimulé la croissance, mais cette stimulation a pu être due, en 
grande partie, aux auxines extraites par l’éther. C'est le résidu aqueux 
qui s’est montré, de loin, le plus actif. 
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Action sur la moelle de tabac. 


Pour être sûrs que le principe extrait du topinambour (« facteur T ») 
n'appartenait pas aux substances du type auxine, nous nous sommes 
adressés au test « moelle de tabac » de SkooG. La moelle de tabac, en effet, 
ne prolifère pas sous l’action d’une auxine seule. Il faut, en plus la pré- 
sence d’une « cinine ». 


B\* °K; AJA 
B:.: T7... AIA 


Fic. 4. — Action de la cinétine (K), de l’acide 3-indolylacétique (AIA) et du facteur T, seuls et en 
combinaison, sur la prolifération de la moelle de tabac. Photo prise 6 semaines après l’ensemen- 
cement. B — milieu de base de Skoog (communication privée, 1959), c’est-à-dire : CLCa. 2H,0 
(440 mg/l), NO,K (1,9 gr/l), DO Ets g/)), NaFe EDTA (125 mg/l), SO,Mg. 74,0 (370 mg/l), 
PO,KH, (136 mg/l), BO,H; (5 mg/l), SO,Mn.4H,0 (20 mg/l), SO,Zn. 7H,0 (8 mg/l), IK (75/1 S04 
CE “SH,0 (0,02 mg/l) et MoÛ, Nas. 2H0 (0,25 mg/l). Ib Fr cinétine (0,2 mg/1.). A 
AIA (2 mg/l). K + AIA = B + cinétine (o,2 mg/l) + AIA (2 mg/l). T = B + Fer man 
de 500 g/l de topinambour. T + ATA = B + extrait purifié de 500 g/l de topinambour + AIA 
(2 mg/l). L’extrait purifié de topinambour correspond à la fraction Aq de la fig. 3. 


De petits cylindres de moelle de tabac (?) de taille et de poids égaux 
(50 mg) ont été placés aseptiquement sur les milieux indiqués sur la 
figure 4. Ainsi que le montre la figure, les résultats furent très clairs : ni 
l’AIA, ni l'extrait purifié de topinambour, employés séparément, n'étaient 
capables de stimuler la prolifération de la moelle de tabac. Par contre, 


(2) Var. « Wisconsin 38 », généreusement fournie par le R. P. Beauchesne. 
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la présence simultanée des 2 facteurs produisit une prolifération vigoureuse 
des explantats. Ces résultats furent en tout point semblables à ceux 
obtenus avec de la «cinétine». Par la suite, cependant, des bourgeons se 
développèrent sur les cultures de la série cinétine + AIA, mais non pas 
sur celles de la série « facteur T » + AIA. Il y a là une différence quali- 
tative à étudier. 

Le tubercule de topinambour étant très riche en arginine (2) nous 
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Fic. 5. — Effet de la concentration en facteur T en fonction de la concentration en AÏIA sur l’aug- 


mentation de poids frais (à gauche) et de poids sec (à droite) de la moelle de tabac. Poids des 
explantats au départ : 43 mg (poids frais), 4 mg. (poids sec). Les concentrations de la fraction Aq 
eh fig. 3) employées sont équivalentes à o, 30, 100 et 300 g de tubercules de topinambour (poids 
rais) par litre de milieu. On note, dans le cas de cette expérience, une petite stimulation de la 
croissance produite par l'AIA seul. 


nous sommes demandés si cet acide aminé pouvait également, en pré- 
sence d’AIA, stimuler la croissance de la moelle de tabac. L'expérience 
a été concluante et entièrement négative : des concentrations de I,-argi- 
nine de 90 à 900 mg/l (cette dernière équivalente à la quantité maximum 
d'arginine qui pourrait être contenue dans l'extrait de 300 g/l de topi- 
nambour) n'ont produit aucune stimulation de croissance en présence 
de 1 mg/l d'AIA, alors que l'extrait de 300 g/l de topinambour a produit 
une croissance vigoureuse dans les mêmes conditions. 
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Étude quantitative de la combinaison « facteur T + AIA ». 


L'effet du facteur T a été étudié à plusieurs niveaux d'AIA. La figure 
5 donne les résultats obtenus avec des cultures de moelle de tabac. On y 
voit que c'est aux environs de la concentration de 1 mg/l que cette auxine 
provoque la plus grande croissance, au moins quand la concentration de 
l'extrait est équivalente à 300 g (poids frais) de tubercules par litre de 
milieu. Cette concentration d'AIA est très voisine de l’optimum trouvé 
par SKOOG pour la cinétine. 


Conclusion : pour stimuler la division cellulaire, les auxines auraient 
toujours besoin de co-facteurs. 


Les résultats qui viennent d’être présentés montrent que le tubercule 
de topinambour contient naturellement un co-facteur de division cellu- 
laire jouant le même rôle que la cinétine. Ceci explique pourquoi une 
simple addition d’auxine est capable d'y déclancher la multiplication 
cellulaire. 

Généralisant ces résultats, nous émettons l'hypothèse de travail 
suivante : dans tous les cas où les auxines suffisent à déclancher la division 
cellulaire, le tissu sur lequel elles agissent contient déjà naturellement un 
co-facteur de division. Si l’axiome formulé par WENT (7) « Ohne Wuchs- 
stoff, kein Wachstum » (°) reste vrai, nous pouvons en ajouter un autre : 
« Pas de division sans co-facteur de division ». On peut donc prédire que 
les tissus qui réagissent aux auxines par des divisions cellulaires sont déjà 
naturellement riches en facteurs de division. C’est le cas des tubercules de 
topinambour, des cambiums, du péricycle (au niveau des rayons médul- 
laires), de certaines cultures de tissus, etc. 
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I. — Introduction. 


Le fruit du cassis n’est généralement pas consommé à l’état frais, 
mais il est utilisé pour la préparation de diverses boissons. En Bourgogne, 
il subit une macération en milieu alcoolique, prélude à la fabrication de 
la crème de cassis. En Allemagne et dans les pays anglo-saxons, il entre 
dans la composition de divers jus de fruits. 

On a attribué, depuis fort longtemps, des vertus particulières au fruit 
de cassis. Au xvirie siècle, on le considérait comme facteur de longévité 


(:) Étude entreprise avec l’aide du Comité Interprofessionnel du Cassis de Dijon auquel nous ex- 
primons nos remerciements 
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et on lui attribuait des propriétés antirhumatismales. Les hygiénistes 
modernes continuent d’ailleurs à encourager sa consommation. 

Le cassis est parmi les fruits courants le plus riche en vitamine €, 
ce qui pourrait peut-être expliquer les propriétés qui lui étaient ancien- 
nement reconnues. Le taux de vitamine C peut atteindre, dans les fruits 
frais, 2 grammes par kilo. La valeur diététique des dérivés industriels 
du cassis est actuellement basée sur cette richesse en vitamine C. Mal- 
heureusement ces produits résistent mal à l'oxydation et la teneur en 
vitamine diminue graduellement pendant leur conservation. 

L'altération, au cours du temps, des dérivés du cassis, et notamment 
des produits fabriqués en Bourgogne, obéit à des règles mal connues et 
que l’empirisme des fabricants permet seul de prévoir. Il est certain que 
pendant les manipulations nécessaires à la fabrication de ces produits, 
l'oxydation se trouve facilitée ; et BERGERET (1) a précisément montré 
quelle pouvait être l'importance des apports extérieurs de Cuivre et de 
Fer, éléments souvent responsables de l'oxydation (MAPsON). 

La rapidité de l’altération varie suivant les années, et il semble 
que la qualité des fruits récoltés soit responsable de ces variations. C’est 
pour répondre aux questions posées par les utilisateurs que la présente 
étude avait été entreprise. 

51 le but recherché est une meilleure connaissance de la nature intime 
du fruit récolté, il nous a cependant paru préférable de ne point nous 
limiter à un examen statique au seul stade de maturité où l'importance 
de certains facteurs peut ne point apparaître. C’est ce qui nous a conduit 
à étudier la composition du fruit aux divers stades de son développement 
et à déterminer parallèlement son rythme de croissance. 


IL. — Bibliographie. 


La bibliographie ne fournit que peu de données sur la composition 
des fruits de cassis. 

Dès 1909, cependant, MUTTELET (6) avait établi que le cassis ne ren- 
ferme ni acide tartrique ni acide malique, et indique que le seul acide 
organique du cassis est l'acide citrique. La présence de celui-ci dans le 
cassis fut, depuis, universellement admise. 

En 1927, LaMprrT et HUGUES (3) montrèrent que la composition 
des cassis frais était susceptible de varier dans de fortes proportions : 
le taux de sucre peut varier de 3,6 à 7,4 p. 100, le taux de pectine de 1,4 
à 1,8 p. 100 et les matières insolubles de 4,8 à 6,2 p. 100. 

Une étude plus complète fut publiée en 1933 par GUILLAUME et Mme 
ADNOT (2). Ils confirmèrent les observations de MUTTELET quant à la 
nature des acides organiques : présence exclusive d’acide citrique et 
absence d'acides malique et tartrique. 
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Les mêmes auteurs étudièrent les variations des taux en acide citri- 
que et en matières sucrées en fonction du stade de développement : 
sur des fruits, provenant de la région dijonnaise, le taux d'acide citrique 
observé est de 2,5 pour cent dans les fruits verts. Il s'élève à 3,4 pour cent 
dans les fruits demi-müûrs, pour retomber à 3,0 dans les fruits mûrs. Par 
contre, la quantité totale d'acide citrique renfermée par le fruit s'élève 
constamment avec la croissance de celui-ci jusqu'à complète matu- 
rité. 

Dans ces mêmes fruits, le taux de sucre total s'élève de 0,88 pour 
cent dans les fruits verts, à 1,7 pour cent dans les fruits mûrs. Ce sucre 
total serait constitué pour 1/3 de sucres non réducteurs et 2/3 de sucres 
réducteurs. 


III. — Méthodes et techniques. 


Nous ferons état, au cours de ce travail, des résultats obtenus sur 
des fruits de cassis, variété « Noir de Bourgogne » provenant d’une exploi- 
tation de la région dijonnaise au cours de la campagne 1960. 

Au cours des campagnes précédentes (1958 et 1959), des prélèvements 
identiques avaient été faits, mais avec une moindre régularité. Les obser- 
vations faites au cours des trois campagnes sont de même sens. 

Sur les échantillons prélevés, on a procédé aux déterminations 
suivantes : 

— 1) Poids frais de 100 baies, 

— 2) Extrait sec : l'extrait sec total a été déterminé sous vide à 
70°, 

l'extrait sec soluble a été déterminé par réfractométrie. 

— 3) Glucides solubles : on a dosé systématiquement, les sucres 
réducteurs et les sucres non réducteurs, mais les sucres non réducteurs 
ne sont jamais apparus qu'à l’état de quantités insignifiantes. 

— 4) Nature des acides organiques : Ia nature des acides organiques 
présents a été déterminée par chromatographie. L'importance relative 
des divers acides a fait l’objet d’une appréciation d’après les dimensions 
des taches. 

— 5) Acidité libre : l'acidité libre de l'extrait soluble a été déterminée 
par titration à pH 7,0. 

Etant donné la prédominance constante de l'acide citrique, les 
résultats ont été généralement exprimés en acide citrique hydraté, quelle 
que soit la nature des acides. 

— 6) pH : le pH a été déterminé sur l'extrait frais au moyen d’un 
potentiomètre à électrode de verre. 

— 7) Matières minérales totales : le taux de matières minérales a 


été déterminé par calcination à 4500. 
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L'alcalinité des cendres déterminée à pH 5,1 a permis une estimation 
de la quantité d'acides organiques combinés. 

— 8) Analyse minérale : L'analyse minérale a porté sur l’Azote, 
l'acide phosphorique et les cations K, Ca ,Mg, Na, mais les deux derniers 
ne furent jamais présents qu’en quantités minimes. 

— 0) Vitamine C : La vitamine C est généralement présente dans 
les tissus sous forme d’acide ascorbique. Il est bien connu que l'acide 
ascorbique est susceptible de s’oxyder réversiblement en acide déhy- 
droascorbique. Mais la présence de l’acide dehydroascorbique en quantités 
importantes dans les tissus est contestée. 

D'après ULRICH (6), TAVERNIER a ainsi pu doser des quantités élevées 
d'acide ascorbique dans la pomme. Mais, dans un travail récent, Mar- 
son (5) a montré que, dans les tissus frais, l'acide dehydroascorbique ne 
peut exister qu’en quantité minime. 

Dans les fruits de cassis, nous avons recherché la présence éventuelle 
d'acide déhydroascorbique en procédant à des dosages systématiques 
avant et après réduction par SH, et contrôle par chromatographie : 
l'acide déhydroascorbique n’est jamais apparu qu'à l’état de traces. 

Les dosages de la vitamine C ont donc porté sur le seul acide ascor- 
bique. Ils ont été effectués par la méthode classique de TILLMANS au di- 
chlorophénol-indophénol. On reproche à cette technique son manque de 
spécificité. Nous avons pu montrer, par séparation chromatographique, 
que dans les fruits de cassis, le seul réducteur agissant sur le dichloro- 
phénol-indophénol est l'acide ascorbique. La technique de TILLMAXNS 
nous à donc permis un dosage précis et rapide de l’acide ascorbique pré- 
sent (8). 

Pour les dosages de vitamine €, nous procédons à une extraction 
spéciale en présence d'acide métaphosphorique, bien que cette précau- 
tion puisse paraître inutile compte-tenu de la forte acidité des fruits. 
Les dosages sont effectués immédiatement pour éviter toute oxyda- 
tion. 


IV. — Évolution dans la composition du fruit. 


Les prélèvements d'échantillons de fruits pour analyse ont com- 
mencé le 23 mai, soit quelques semaines avant la véraison, pour se termi- 
ner le 12 juillet, soit une semaine après la date pratique de récolte. 

Les résultats obtenus sont rassemblés dans les tableaux 1, II, III, 
IV. La représentation graphique de cet ensemble de données est reporté 
sur le graphique de la figure I. 

L'examen de ces résultats permet les observations suivantes : 

— a) Extrait sec : T'extrait sec total augmente régulièrement du 
début à la fin de la période d'observations pour être maximum au moment 
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de la récolte. Il diminue ensuite légèrement pendant la semaine de post- 


maturation. 


L'extrait sec soluble présente des variations de même sens, mais 


de plus grande amplitude, tandis que l'importance relative de la fraction 
insoluble diminue. 


TABLEAU I 


Extrait sec total soluble et insoluble (en pour cent de fruits frais) 


——) 

Dates Extrait sec total Extrait sec soluble | Extrait sec insoluble 
23 MAT ER Neue 13,7 — — 
SD MA ec nee us ae K707 — — 
Gp LT M SR RE EE 17,8 10,6 7:2 
RRQ LE cuve Re ce dese 18,0 11,4 6,6 
DOPIUIR een eme see 19,0 14,0 5,0 
2e MEN EnRr En NS 19,6 14,8 4,8 
RU MESSE ACER 19,6 16,0 3,6 
DA LA ER SERRE 19,3 15,0 43 

TABLEAU IT 


Dosage des principaux éléments (en pour cent de fruits frais) 


Abjoiliet ei: 
T2 UNIES -.-.- 


Sucres totaux 


Acide citrique total 


traces 
1,03 
3»20 
3:79 
4,20 
6,08 
5,80 
6,90 


2,84 
3,26 
5,80 
5,48 
530 
4,70 
4,48 
4,05 


Cendres 


1,03 
1,30 
1,18 
DT 
1,16 
T,14 
HT2 
I,10 


Vitamine C. 


0,28 
0,31 
0:33 
0,26 
0,23 
0,20 
0,17 
0,16 


TABLEAU III 


Nature des acides organiques et balance acido-basique. 


Dates 


120Juillet ee... 
Dire de DIS CEE use DUR NE RER RE 


—— 


Acide libre 


Nature des acides 


H HET É SES 0 de organiques 
# Acide combiné Rapport 
citrique/malique 
33 2,9 1/t 
31 350 2/1 
2,9 6,6 3]x 
2,8 T4 3lx 
2,9 6,8 ro/1 
2,8 57 10/T 
2,8 6,1 20/1 
29 6,4 20/1 
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TABLEAU IV 


Composition minérale (en pour cent de matière sèche) 


Dates N P,0; K Ca 

D Materee ete ee 2,28 0,97 2,58 0,68 
CHENE 005 donnee 1,97 o,81 2,17 0,52 
LIL oasnnbe 1,50 0,65 1,90 0,42 

AO Inn sacs ucoc 1,25 0,62 1,80 0,30 
HN ee ns a ven 1,24 0,60 1,81 0,29 
Auillete "ere 1,20 0,54 31358 0,28 

AU eee 1,25 0,63 1,52 | 0,31 


— b) Glucides, Acides organiques et vitamine C : les sucres font 
leur apparition au début de la période d'observation. Ils se présentent pres- 
que exclusivement sous forme de sucres réducteurs. Le taux de sucres 
augmente régulièrement pour atteindre un maximum voisin de 7 pour 
cent: 

Dans le tableau II, les quantités d’acide total dosé ont été exprimées 
sous forme d'acide citrique. Ce taux augmente rapidement au début de 
la période d'observation pour demeurer sensiblement constant à partir 
de la véraison. 

Le taux de vitamine C (acide ascorbique) est maximum aux 
environs de la véraison. Il diminue ensuite régulièrement jusqu'à la 
période de post-maturité. Cette diminution du taux d'acide ascorbique 
au cours de la maturation a été observée par MAPsON dans divers 
fruits. 

— c) Nature des acides organiques et balance acido-basique : 1,//analyse 
chromatographique devait nous montrer que l'acide citrique n’est pas 
le seul constituant des fruits. Au début de la période d'observation, 
l’acide malique est présent en quantité sensiblement égale à l’acide citri- 
que. 

Par la suite, l'acide malique disparaît progressivement, et, lors de 
la récolte, il n'existe plus qu’en très faible quantité. Cette disparition 
de l'acide malique est conforme aux vues de GERBER : l’utilisation de 
l'acide malique par les processus métaboliques exigeant une tempéra- 
ture beaucoup plus faible que l’acide citrique, il a tendance à disparaître. 
Au contraire, l'acide citrique s’accumule. | 

Nous avons vu que la concentration globale en acides organiques 
augmente pendant la période d'observation. Parallèlement, l'importance 
relative de la fraction combinée diminue. Il en résulte une acidification 
du suc cellulaire, se traduisant par une diminution du pH. Celui-ci 


\ 


s'abaisse à 2,8 dès la véraison pour demeurer ensuite pratiquement 
constant. 


— d) Composition minérale : la teneur en cendres des fruits frais 
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est légèrement plus faible dans les fruits mûrs que dans les fruits 
verts. 


Les taux d'azote, acide phosphorique, potassium et calcium, exprimés 


20 en g île 
; 6 . en g% 
8 

À 
16 

2 
14 23/5 716 20/6 4/7 12/7 
412 

ACIDE CITRIQUE TOTAL 

10 
8 
6 0 ensgge 


ND À 
ND À 


[e) 0 
23/5 716 20/6 IT 12/7 23/5 716 20/6 417 12/7 
EXTRAIT SEC TOTAL SUCRESAOTAUX 
ENMSOLUBLE 


16, 29 le 


4.4 0.30 en 9 % 
1.2 0.20 
1.0 0.10 
23/5 716 20/6 417 12/7 23/5 7/6 20/6 417 - 12/7 
CENDRES VITAMINE C 
Fic. 1. — Variation de composition du fruit au cours de son développement. 


par rapport à la matière sèche accusent une baisse régulière du début 
à la fin de la période d'observation. 


IV. — La croissance du fruit. 


L'étude des variations de composition du fruit au cours de son déve- 
loppement ne rend pas compte des phénomènes d’accumulation, de trans- 
formation où de migration des éléments chimiques constituants. La courbe 
de croissance du fruit ne nous renseigne pas sur la nature intime de ces 
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phénomènes, mais elle fournit un aperçu de la résultante de ces divers 
processus. Elle a été établie à partir des données précédentes. Le tableau 
V indique les éléments constitutifs du fruit (en grammes pour 100 baies). 
Les données concernant la composition minérale figurent dans le tableau 
VI. 


TABLEAU V 


Éléments constitutifs de 100 baies (en grammes). 


| | 
. | Acidité totale Matières ns 3 
Date Poids sec ee ii Sucres totaux] en acide Hood Vitamine C 
citrique | 
| 

23 MARS 41 — traces 0,85 | 0,31 | 0,084 
SEAMARREee 557 — 0,33 1,04 | O,41 | 0,099 

juin eee 8,4 m4 LS 2,72 | 0,56 | 0,155 
12]uin..-.- 10,3 6,5 2,1 3,12 | 0,65 | 0,148 
20NUn 11,2 8,2 2,48 312 | 0,68 | 0,138 
26HJUINe 13,3 10,0 4:13 318 | 0:77 0,136 

a Juillete." 15,8 12,6 4,56 353 | 0,88 0,138 
12 JulIet.. 14,5 11,2 T7 3:48 | 0,82 | O,121 

TABLEAU VI 
Éléments minéraux renfermés par 100 baies (en mg). 
Dates N EURE K Ca 

DRAM T ET Ceres 94 40 106 28 
MA neue sente II2 46 | 124 30 

TRUITE eee etc eessceemecs 126 55 160 35 
2 OAI Re se semer 140 69 | 202 34 
28 JU er teemaseeeeR ee 165 80 240 38 
AJ S 2. She: pee 190 85 244 44 
DAME A He Men er eine IST | OI 222 45 


La courbe de croissance (Fig. 2) montre : 

— L'augmentation régulière de la matière sèche du fruit jusqu’à 
maturité. Par contre, après la maturité, on observe une légère baisse 
du poids du fruit. 

— Le parallèlisme entre l'extrait sec total et l'extrait sec soluble. 
L'importance des éléments cellulosiques insolubles demeure ainsi prati- 
quement constante pendant la période d'observation. 

— L'accumulation de tous les éléments solubles étudiés : sucres, 
acides, matières minérales, vitamine C, a lieu, pour la plus large part, 
pendant la période d'observation. Cependant, il y a lieu de noter que 
l'accumulation des sucres et des matières minérales est continue jusqu’à 
la période de maturité. Au contraire, les taux maxima d'acide et de vita- 
mine C sont beaucoup plus rapidement atteints. 

En ce qui concerne enfin les éléments minéraux, on constate que 
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16 en g pour 100 baies 


+ … 
Dé peine 
14 à “ 
SES Matière sèche totole ° 
, 
! + 
—— Matière sèche soluble 0 
L4 
° 
ni ° 
42 —.—— Somme des elements dosés Cd 
LA 


Ra SES Sucres fotaux AC 
ir 


10 


+ 


N 


23/5 716 20/6 «(T7 12/7 


F1G. 2. — Courbe de croissance du fruit. 


en mg pour 100 baies 


K 
200 
N 
150 
100 P,Os 
50 


RTL CRE Ca 


23/5 7/6 20/6 4/7 12/7 


Fic. 3. — Accumulation des éléments minéraux dans le fruit. 
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l'accumulation du calcium est très vite ralentie, tandis que celle de l'azote 
et de la potasse se poursuit jusqu’à la maturité pour diminuer ensuite. 
Quant à l'acide phosphorique, son accumulation est continue. 


V. — Résumé et conclusions. 


Nous retiendrons, des résultats précédents sur l’évolution et la erois- 
sance des fruits de cassis au cours de leur développement, les observations 
suivantes concernant les glucides solubles, la balance acido-basique, l’accu- 
mulation des éléments minéraux et la teneur en vitamine C. 


1° Glucides solubles : 


Les sucres solubles commencent à apparaître avant la véraison. Au 
cours du développement, la concentration en sucre augmente réguliè- 
rement de même que la quantité globale de sucre renfermée par le 
fruit. 

A tous les stades du développement, les sucres sont essentiellement 
représentés par des sucres réducteurs, les sucres non réducteurs n’exis- 
tant qu’à l’état de traces. 


29 Acidité : 


Le fruit de cassis est caractérisé par sa forte acidité. Le pH s’abaisse 
à 2,8 dès la véraison, et demeure ensuite constant. Parallèlement, l’impor- 
tance relative de la fraction acide combinée est inférieure à celle observée 
dans la plupart des fruits. 

On a considéré, pendant longtemps, que l'acidité du cassis est due 
exclusivement à la présence d'acide citrique. En fait, nous avons montré 
qu'aux premiers stades du développement, l'acide malique peut être 
présent en quantité sensiblement égale à l'acide citrique. Il disparaît 
ensuite graduellement, mais on peut encore le mettre en évidence dans 
le fruit mûr, contrairement aux observations faites par les auteurs ayant 
antérieurement étudié le cassis. 


3° Eléments minéraux : 


La richesse relative en éléments minéraux diminue légèrement à 
mesure que le fruit se développe, mais les quantités accumulées par le 


fruit sont pour l’azote, l'acide phosphorique et la potasse, en constante 
augmentation jusqu'à la maturité. 
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4° Acide ascorbique : 


La vitamine € n'existe qu’à l'état d'acide ascorbique. I,'acide déhy- 
dro-ascorbique n’a pu être mis en évidence en quantité dosable à aucun 
stade du développement. 

Le taux d'acide ascorbique renfermé par le fruit diminue, au cours de 
son développement, de 280 à 170 mg pour 100 grammes. Par contre, la 
quantité globale d’acide ascorbique renfermée par le fruit augmente 
pendant les premiers stades du développement. Puis, elle diminue 
ensuite légèrement entre le véraison et la maturité. Après la maturité, 
la chute est plus accusée. 

La qualité des fruits du cassis est définie de façon empirique par les 
utilisateurs. Le critère principal d'appréciation semble être la résistance 
à l'oxydation. Celle-ci étant liée à la présence d'acide ascorbique et à 
l'acidité du milieu, les observations ci-dessus constituent une première 
contribution à un essai de définition rationnelle de cette qualité. 
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ANN. PHYSIOL. VÉG. (4, 1960) 


RECHERCHE DE SUBSTANCES 
DU TYPE GIBBÉRELLINE 
CHEZ PLUSIEURS ESPÈCES DU GENRE BETA 


PAR 


J. MARGARA. 


Stations centrales d'Amélioration des Plantes et de Physiologie végétale, 
Centre national de Recherches agronomiques, Versailles. 


INTRODUCTION. 


Lorsqu'ont débuté les recherches sur les gibbérellines, alors que ces 
substances n'avaient été trouvées que chez le champignon Gzbberella 
fujihkuroi, les physiologistes se sont demandé s’il s'agissait d'hormones 
exerçant une action réellement physiologique et répandues dans le règne 
végétal. 

L'existence de gibbérellines chez les végétaux supérieurs est main- 
tenant un fait bien établi. 

La gibbérelline À, a été isolée d’abord par Mc MILLAN et SUTER (14) 
à partir de graines immatures de Phaseolus mulhflorus, puis elle a été 
trouvée par WEST et PHINNEY (23) dans les graines de Phaseolus vul- 
garis et par KAWARADA et SUMIKI (7) dans la Mandarine. Des substances 
ayant sur l’élongation de tiges de pois ou de feuilles de graminées un 
effet analogue à celui des quatre gibbérellines connues et ayant le même 
Rf qu’elles dans les solvants utilisés pour les chromatographier, ont été 
extraites d'espèces diverses et d'organes variés [WEST et PHINNEY (23, 
24), RADLEY et DEAR (20), LONA (10)]}. Maïs on a également trouvé des 
substances certainement différentes de ces quatre gibbérellines et ayant 
cependant la même action qu’elles sur les plantes utilisées pour les 
tests biologiques [WEST et PHINNEY (23), Me Comg et CaRR (4), NITSCH 
(16)]. Pres, Virros et CUTLER (18) ont trouvé chez le Pois une subs- 
tance qui cumulait des propriétés d’auxine et de gibbérelline. 

Il paraît vraisemblable qu’on se trouve en présence de tout un groupe 
d'hormones nouvelles ; maïs il n’est pas possible actuellement de préciser 
quel peut être le rôle physiologique des gibbérellines. 

Nous savons que la gibbérelline A, agit non seulement sur l'élonga- 
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tion mais également sur les divisions cellulaires [SacHs et al. (21, 22)]. Elle 
présente sans doute des interactions avec l’auxine [BRIAN (x), BRIAN 
et HEMMING (3), Karo (6), GALSTON et WARBURG (5)]. J. P. NITsCH 
et C. NrrsCH (17) ont montré que non seulement les traitements par la gib- 
bérelline A, augmentaient la concentration en auxine chez le Haricot, 
mais qu’« ils modifiaient profondément l'équilibre des diverses substances 
de croissance naturelles ». 

LANG (8) conclut de ses expériences sur Hyoscyamus niger que la 
gibbérelline n’est pas le facteur de floraison et suppose qu'elle peut jouer 
sur la floraison de façon indirecte en provoquant l’élongation de la tige. 
Mais d’autre part, LANG (9), utilisant la série des maïs naïns de Pxin- 
NEY, a montré qu'il existait entre ses extraits de jusquiame des diffé- 
rences d'activité gibbérellinique selon le stade de développement de la 
plante. 

Or Hyoscyamus niger est l’une des espèces de jour long que la gibbé- 
relline À, peut faire fleurir en jour court. Nous avons montré au contraire 
que la Betterave bisannuelle (Beta vulgaris L,.) pouvait être prise comme 
exemple typique de plante chez laquelle l'acide gibbérellique provoque 
l’élongation sans la floraison en l'absence de vernalisation, mais peut cepen- 
dant déclencher la floraison en jour long lorsque le processus de la verna- 
lisation a déjà commencé (13). 

Il nous a paru intéressant de rechercher des substances à effet ana- 
logue à celui des gibbérellines d’une part chez la Betterave bisannuelle 
à plusieurs stades de son développement, d'autre part chez des espèces 
de Beta de la section Patellares, toujours caulescentes. 


MATÉRIEL. 


La variété bisannuelle de B. vulgaris utilisée était la variété de bet- 
terave sucrière Klein Wanzleben E, déjà employée pour des études pré- 
cédentes. 

Les plantes ont été prélevées à des stades bien définis : état de rosette 
végétative non vernalisée, début d'élongation, pleine floraison, formation 
d'une rosette perchée en jour court. Klles avaient été élevées dans des 
conditions naturelles, sauf dans quelques cas particuliers (plantes main- 
tenues pendant l'hiver à l'abri de la vernalisation, plantes ayant formé 
une rosette perchée en jour court, après avoir été vernalisées). 

Nos extractions ont porté sur des feuilles ou sur des extrémités de 
tiges. Les feuilles ont été prélevées à raison de 3 par plante, à la péri- 
phérie, dans la région intermédiaire et au centre de la rosette : ou à la 
base, au milieu et au sommet de la hampe florale. 

Dans le cas des extrémités de tiges, nous avons prélevé sur les hampes 
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florales des portions terminales de 10 em de longueur environ portant des 
boutons floraux ou des fleurs et des bractées. Sur les plantes en rosette 
nous avons découpé, à l'extrémité de la tige courte, des cônes de 2 à 4cm 
de hauteur environ après avoir détaché les feuilles. 

Dans la section Patellares, nous avons choisi les deux espèces B. 
patellaris MOQ. et B. procumbens CHR. SM. qui sont toujours caules- 
centes et fleurissent en jour court de 8 heures comme en jour long. 


TECHNIQUES. 


A. — Extraction. 


Nous avons utilisé, en ne modifiant que quelques détails, la tech- 
nique employée par M. RADLEY (19) pour l'extraction de «gibbérellines » 
à partir de plantules de pois. Nous énumèrerons brièvement les opéra- 
tions effectuées. 

Les tissus sont d’abord congelés dans l'azote liquide, puis plongés 
dans l'alcool absolu et broyés à l’aide d’un broyeur à hélice du type Tur- 
mix. Le broyat est conservé pendant une nuit en chambre froide puis 
pressé dans une étamine et filtré. Après avoir ajouté du bisulfite de sodium 
pour freiner les oxydations (1 cc de solution à 10 p. 100 pour 100 cc de 
jus), on distille sous vide à une température inférieure à 409 C. Le résidu 
aqueux est filtré, ajusté approximativement à pH 2,5 à l’aide de CIH 
concentré et épuisé à trois reprises par un volume égal d’acétate d’éthyle. 

Les substances actives en solution dans l’acétate d’éthyle sont ex- 
traites par une solution tamponnée à pH 6,2 (PO,H,K 136 g; KOH 
24 g ;eau 11). Puis, après avoir acidifié à pH 2,5, on effectue une nouvelle 
extraction par l’acétate d’éthyle (à volume égal à trois reprises). On se 
débarrasse de l’eau pouvant se trouver dans la solution, par congélation 
et on distille sous vide. Le résidu est dissous dans de l'alcool et la solution 
est déposée en bande continue sur une feuille de papier Whatman n°3. 


B. — Chromatographie. 


La technique employée est celle de la chromatographie descendante. 
Le papier est du papier Whatman n° 3. Nous avons utilisé le mélange de 
solvants (butanol ammoniaque 3 : 1) avec lequel Mac ComB et CARR 
(4) ont mis en évidence la présence dans des extraits de plantules de pois 
d’une substance ayant un Rf différent de celui de l'acide gibbérellique. 
Les chromatographies sont arrêtées lorsque le front est distant de 40 cm 
de la ligne de départ. 

Une goutte d’une solution à 1 p. 1000 d'acide gibbérellique (corres- 
pondant à 30 ug) était déposée sur le papier. Après chromatographie, 
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l'acide gibbérellique était révélé par pulvérisation d’un mélange d’alcool 
et d'acide sulfurique, 60 : 40 [Mac Com et CARR (4)]. À l'examen en 
lumière ultra-violette la tache d’acide gibbérellique présente une fluores- 
cence verte. I;a température ambiante n'ayant pu être rigoureusement 
contrôlée, le Rf observé pour l’acide gibbérellique a quelque peu varié 
d’une chromatographie à l’autre. Nous avons, dans presque tous les cas, 
découpé dans nos chromatogrammes puis révélé, une bande témoin sur 
laquelle une goutte de solution d’acide gibbérellique avait été déposée. 
L'emplacement de la tache témoin a servi à l'interprétation des résultats 
des tests biologiques. 


C. — Tests Biologiques. 


Nous avons utilisé deux tests biologiques : d’une part le test maïs 
décrit par NEELY et PHINNEY (15), d'autre part un test que nous avons 
mis au point avec le Pois de senteur nain, Lathyrus odoratus 1,. variété 
Cupidon, permettant d'employer directement les chromatogrammes sans 


"à 


\ 
4 
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FiG. 1. — Schéma montrant le dispositif utilisé pour la réalisation du test Pois de senteur. 


les éluer. Ce test utilise la grande sensibilité à l’acide gibbérellique, déjà 
signalée par BRIAN et GROVE (2), du Pois de senteur nain. Nous le décri- 
vons ci-dessous de façon succincte : 

Les pois de senteur sont mis à tremper pendant 24 heures, puis 
semés en serre chaude dans des terrines contenant de la vermiculite humide. 
Au bout de 5 jours environ, lorsque la longueur des tiges a atteint 
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À. — Aspect des plantes lors de la mise en route de l'essai, 


B. — Influence de la dose d’acide gibbérellique. De gauche à droite 


: témoins, 0,007 Lg, o,o1 ue, 
0,1 LP, I Up. 


F1G. 2. — Test pois de senteur. 
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Activité d'extraits de feuilles 01 


——_—_—_—_—_—_—__—__—_—_—_—_—_—_——— 


Caractéristiques de l'échantillon de betterave (?) 


EEE —— 


éle- è Stade Organes Conditions de cult 
us Dr de développement prélevés 
| 
A B. vulgaris L. (variété Rosette végétative (en| Feuilles |Semis en champ : 18/4/19 
dre Wan-| jour long). | 
zleben E). = 4 
: Rosette végétative (en » |(Semis en champ : r8/4/19 
jour court). . x | k 
C » » Région apicale |Semis en champ : 18/4/19 
D » Tige en élongation Feuilles ISemis en champ : 13/8/19 
(portant des ébau- | 
ches florales). | 
E » Floraison. Feuilles |Semis en champ : 1/4/1057 Ts 
10/10/1957, en C 
F » » Extrémités |Semis en champ : 1/4/ 1957, 
de tiges | ro/1o/1957, en champ : 
G » Rosette perchée (en Feuilles |Semis en champ : 1/4/1957;, 
jour court). | 10/10/1957; en 8 heure 
| 1/4/1958. 
H » » |Semis en champ : 18/4/x9: 
| sis: 28/10/1958, en S heu 
ne (TS | 
I B. procumbens C. Sm. Floraison. Tiges et feuilles |Semis en as découvert 
J B. patellaris Moq. » » | » » 


(1) Toutes les plantes sont cultivées dehors ; certaines ont été transportées en châssis pendant l'hive 


() Chaque répétition correspond à 150 g d’ organes frais. 


1,5 à 2,5 cm, on trie les plantes de même taille ; on sectionne l'extrémité 
des racines à 2 cm environ des cotylédons ; puis on introduit les racines 
entre 2 bandes du chromatogramme (2 X 4,5 cm) disposées entre 2 
lames de verre et maintenues verticales dans des boîtes en matière plas- 
tique grâce à des blocs de caoutchouc mousse intercalés entre les ensem- 
bles de lames de verre et de papier Whatman (voir fig. 1). On utilise 6 
plantes par traitement. Les boîtes sont placées dans des cuvettes conte- 
nant de l’eau et recouvertes de cages en « rhodoïd » (de 20 em de hauteur 
environ). I/ensemble est maintenu dans une pièce à température peu 
variable sous une rampe de tubes (Philips Blanc Soleil de Luxe, 40 watts) 
allumés 12 heures par jour. Au niveau des plantes, la température a varié 
de 25 à 280, Les bandes de papier sont humidifiées chaque jour par 1 ce 
d’eau distillée. La longueur des tiges est mesurée après 5 jours. Les résul- 
tats sont donnés en p. 100 d’un témoin. La figure 2 montre l’aspect des 
plantes lors de la mise en route de l'essai et au moment où sont eftec- 
tuées les mensurations. 
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a. Test « pois de senteur naïn ». 


Longueur de la tige des pois de senteur (en % du témoin) 


Plantes traitées 
er j ar l’acide 
02 EUR Activité en fonction du Rf node ide 
A e en 
lèvement répétions (2) st, Dante) 
0,2 0,3 0,4 0,5 [ 0,6 0,7 0,8 0,9 I 0,001 0,01 
16/1958 3 08 122 120 107 IOI 99 103 103 102 120 137 
[1/1958 I 105 120 121 110 IOI 103 105 IOI 102 II4 134 
I1/1958 3 IIS 138 141 1172|Br05 RIRES 108 | 104 98 II4 134 
15/1958 2 107 113 120 117 108 | Io9 106 | 1o1 102 120 
6/1958 I 106 132 130 113 | 108 | 108 97 96 99 122 136 
411958 2 119 150 143 104 100 107 108 105 104 122 136 
71/1958 I IOI 111 130 122 103 102 97 94 93 108 130 
6/1959 3 103 117 131 1240 RTS I12 102 104 97 108 130 
10/1958 3 112 129 145 132 119 109 102 107 95 114 134 
7/1958 2 114 | 114 | 141 150 | 122 | 108 110 07 98 109 132 


— Les chiffres en italique correspondent à la tache d’acide gibbérellique d’une bande témoin 


Ce test permet de déceler 0,001 ug d'acide gibbérellique. La relation 
entre la longueur de la tige et le logarithme de la concentration est appro- 
ximativement linéaire entre 0,001 et 0,1 ug (figure 3). 


RÉSULTATS ET DISCUSSION. 


Dans une série d’essais préliminaires, nous avons d’abord utilisé le 
test rapide que nous avons mis au point avec le Pois de senteur nain, 
afin de mettre à l'épreuve un assez grand nombre d’extractions effec- 
tuées à des stades divers. Les résultats consignés dans le tableau TI 
montrent que nous avons observé, dans tous les cas, un maximum d’élon- 
gation correspondant au Rf de la gibbérelline A, (qui est d’ailleurs le 
même que celui de la gibbérelline A,, dans le solvant utilisé — Mac CoMB 
et Carr (4)). Ce maximum est très certainement significatif. Dans Îles 
études préliminaires effectuées avec des solutions d'acide gibbérellique, 
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la plus petite différence significative, au seuil de probabilité P —0,05 
était toujours inférieure à 10 p. 100 de la longueur de la tige des plantes 
témoins. Or les valeurs correspondant aux maximums varient de 120 à 
150 P. 100. 

Les maximums les plus élevés correspondent le plus souvent à des 
plantes en élongation ou en floraison, mais ceci n’est pas général, et nous 
ne pouvons pas affirmer que cette variation quantitative de l’activité 
des extraits selon le stade de développement a une signification réelle. 

Nous avons ensuite voulu voir si ce résultat pouvait être vérifié 
à l’aide du test maïs. Le mutant d, a été utilisé. Seule la partie des chro- 


Longueur de la tige 
(en du témoin) 


150 
140 
130 
120 


110 


Log. de la dose d'acide 
gibberellique 
{Hg par plante traitée) 


FIG 2: > Elongation du Pois de senteur nain (Lathyrus odoratus L. Variété Cupidon) 
sous l'influence de l'acide gibbérellique, dans les conditions du test biologique. 


matogrammes correspondant à la tache d’acide gibbérellique de la bande 
témoin a été éluée. Nous avons comparé des feuilles prélevées sur des 
betteraves en rosette (conservées en serre chaude pendant l'hiver) et des 
feuilles prises sur des betteraves commençant à s’allonger après vernali- 
sation naturelle. Dans les deux cas, les maïs traités par l’éluat ont pré- 
senté un net effet d'élongation (Tableau II). 

Dans une troisième série expérimentale, nous avons cherché à mettre 
en évidence d'éventuelles variations qualitatives de l’activité des ex- 
traits, en utilisant simultanément les mutants de maïs d, et d,. Le test 
pois de senteur a été également employé. Nous avons comparé dans cet 
essai des extrémités de tiges florifères et des extrémités apicales de plantes 
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en rosette, non vernalisées. Un maximum d’élongation correspondant 
au Rf des gibbérellines A, et A, a été à nouveau observé. 

Les 4 histogrammes de la figure 4 ne font pas apparaître de variation 
appréciable de l’activité de l'extrait suivant le stade de développement 
de B. vulgaris et selon le mutant de maïs utilisé. 

L'activité des extraits a été constatée à l’aide de plusieurs tests 
biologiques. Le test maïs est spécifique des gibbérellines. Il n’est donc 
pas possible d'attribuer l’élongation des plantes traitées à l'acide indole 
acétique ou à d’autres substances analogues ayant un Rf voisin de celui 
de l'acide gibbérellique dans le solvant Htiusé, 

Nous avons volontairement renoncé à effectuer des dosages quanti- 
tatifs pour l’ensemble des raisons suivantes : hétérogénéité génétique de 
notre matériel, imperfection de la méthode d'extraction et de purifica- 
tion, variabilité des tests biologiques. 

Notons seulement que les chiffres trouvés pourraient correspondre 
à des teneurs de l’ordre de 0,01 à 0,5 ug, par 1 000 g de matière fraîche, 
d'équivalent de l'acide gibbérellique. Mais il est possible que cette esti- 
mation soit trop faible. 

Cependant, contrairement à notre attente, nous n'avons pas réussi, 
en utilisant simultanément plusieurs tests, à faire apparaître des difié- 
rences entre les extraits de betterave en rosette végétative et de bette- 
rave formant une tige florifère. 

Mais nous tenons à être prudent dans nos conclusions : il n’est pas 
impossible qu’il puisse y avoir des différences, quantitatives notamment, 
qui seraient demeurées inacessibles au degré de précision des méthodes 
que nous pouvions employer. 

Nous conclurons seulement qu'il existe très certainement chez B. 
vulgaris et chez les espèces de Beta caulescentes au moins une substance 
«du type gibbérelline» qui pourrait d’ailleurs être l’une des gibbérellines 
connues. 

Il est intéressant de constater que les tentatives d'extraction de subs- 
tances à effet analogue à celui des gibbérellines ont donné des résultats 
différents dans le cas de B. vulgaris et dans celui de Hyoscyamus niger, 
alors que les effets de la gibbérelline A3 sur le développement de ces 
espèces sont différents. 

Si ces résultats préliminaires étaient confirmés et surtout s'ils 
étaient retrouvés dans des cas différents de ceux de la Betterave et de 
la Jusquiame on pourrait alors penser (mais ce n’est actuellement qu’une 
hypothèse de travail) que parmi les espèces bisannuelles de jour long 
à besoin de vernalisation et présentant un port en rosette pendant la 
phase végétative, il existerait au moins deux types chez lesquels le rôle 
des gibbérellines natives ne serait peut-être pas le même. 
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Fic. 4. — Comparaison de l’activité de deux extraits de B. vulgaris à l’aide des mutants de maïs 


dr et ds. De gauche à droite et de bas en haut : stade rosette, mutants dr et d5, stade élonga- 


tion, mutants dr et ds. 
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RÉSUMÉ. 


I. — Nous avons mis au point un test biologique original de subs- 
tances « du type gibbérelline ». Ce test que nous considérons seulement 
comme un test préliminaire, utilise le Pois de senteur nain (Lathyrus 
odoratus L.., variété Cupidon). Il permet d'employer les chromatogrammes 
sans les éluer. 

II. — Une substance ayant sur l’élongation des limbes de mutants 
nains de maïs et des tiges de pois de senteur nains un effet analogue à 
celui des gibbérellines a été mise en évidence d’une part dans des extraits 
de betterave bisannuelle (Beta vulgaris I,.) à divers stades du développe- 
ment et, d'autre part chez B. procumbens CHR. SM. et B. patellaris MOQ., 
espèces de Beta toujours caulescentes. 
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PLAN du MÉMOIRE 


I. — Introduction. 


II. — Utilisation d’arginine radioactive d’origine biologique. 
III. — Utilisation d’arginine radioactive de synthèse. 
IV. — Recherche des intermédiaires dans le métabolisme de l’arginine. 
A. — Recherche de l’urée. 
B. — Recherche de la citrulline. 
C. — Recherche de l’uréase et de l’arginase. 
V. — Sort des azotes du groupe amidine de l’arginine. 
VI. — Interrelation acide glutamique-proline dans les tissus de topi- 
nambour cultivés nr vitro. 
VII. — Composition en acides carboxyliques des tissus cultivés 2» vitro. 
VIII. — Considérations générales et conclusions. 


I. INTRODUCTION 


Nous avons suivi, au cours d’un travail précédent (1), l’évolution des 
acides aminés libres dans des fragments de tubercules de Topinambour 
cultivés in vitro. Elle semble indiquer une transformation de l’arginine 
en acide glutamique, en alanine et en amides, vraisemblablement glu- 
tamine, d’une part, et en proline et hydroxyproline d'autre part. Il 
nous a paru nécessaire, pour vérifier cette hypothèse, de suivre le sort 
des différents atomes de la molécule d’arginine en utilisant une molécule 
marquée au radiocarbone, Deux types d’arginine ont été employés 


() Annales de Physiologie végétale, n° 4 de 1959, pages 273 à 294. 
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au cours de l’expérimentation : tout d’abord une molécule d’arginine 
d’origine biologique, dont les atomes sont uniformément radioactifs, 
nous a permis de mettre en évidence tous les produits provenant de sa 
dégradation tandis qu’une molécule d’arginine de synthèse, marquée 
sélectivement sur le carbone du groupement guanidique, nous a donné 
la possibilité de suivre cet atome au cours des transformations subies par 
l’arginine dans les tissus. 


II. — UTILISATION D'ARGININE RADIOACTIVE 
D'ORIGINE BIOLOGIQUE. 


La technique employée est la suivante : des fragments de tubercules 
sont mis en culture in-vitro pendant six jours afin d'éliminer l'arginine 
qu'ils contiennent. Ils sont ensuite transplantés sur des milieux nutritifs 
liquides dont la composition est la suivante : 


Chlorure dercalcitmi res ce 500 mg 
Chlorurentde potassitm ee 125 Mg 
SULATENUCNMAPTÉSIUNL EEE EE 0 CPE 125 M£ 
PRGSPRATÉ MONOPOISSIQUEL. ere ee 125 mg 
Dausdistilléeldans lé PEUT 1 000 ml 


A cette solution on ajoute : 

3 p. 100 de glucose, 1 ml d’une solution oligodynamique (solu- 
tion de BERTHELOT modifiée par HELLER) (1). 

de l'acide naphatalène acétique à la concentration de 3. 10”. 

La source d'azote pour ces explantats est de l’arginine radioactive 
d’origine biologique additionnée d’arginine non radioactive afin d’avoir 
une concentration en acide aminé équivalent à 725 mg/l. Dans un flacon 
cylindro-cônique de 125 ml, on introduit 10 ml de ce milieu, représentant 
une radioactivité correspondant à 120 000 coups/minute. La radioacti- 
vité est déterminée à l’aide d’un compteur de désintégration C. E. A., 
équipé d’un tube Tracer Lab. T. G. C. 2/1 B-84, Sér. N° 2 ET, dont la 
fenêtre de mica pèse 1,8 mg/em?. Le rendement du comptage est évalué à 
6,7 % et la détermination du nombre de coups-minute pour une frac- 
tion aliquote d’un échantillon est toujours exécutée dans la zone linéaire 
du compteur (Fig. 1). 

Six flacons sont ainsi ensemencés avec chacun quatre explantats 
représentant, en poids frais, environ 4 g de tissus. Chaque flacon est 
pourvu d’un dispositif simple permettant de récupérer le CO, radioactif 
qui peut se dégager au cours de l'expérience (Schéma n° 2). 


() Solution de Heller 
Fer 


6 2  X 10-? Cuivre DT X TO 
Zinc 2,3 0 TO" Aluiminium 7,5 X 1o-° 
Bore D Ain do Nickel FEUX CT 
Manganèse 2,5 X 10-8 Iode 7,0 Xu T0: 
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Dans la manipulation qui nous intéresse, la mise en culture a eu lieu le 
2 Février 1956, à 10 h 15 et la fixation des différents échantillons toutes 


: Valeur relative de la radioactivité 6 
25 ÿ 
20 
15 £ 
10 S 
5 o 

6 

7041 1334 1975 2598 3210 3791 


Nombre de coups/minute 


Fic, 1 — Domaine de linéarité du compteur de désintégration C. E. A. 
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Fic. 2. — Montage permettant la récupération du gaz carbonique dégagé par les explantats au cours 
de leur métabolisme 2#-vitro 


les 12 h dans un laps de temps compris entre 12 h et 72 h. Ces différents 
échantillons ont tous subi le diagramme opérationnel suivant (Fig. 3). 
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Après avoir été mis en contact avec le milieu de culture pendant un 
temps déterminé, les explantats sont recueillis sur un filtre en verre 


soude concentrée 


billes de verre 
(eter 


milieu extérieur ere 


| permutite 50 
culture de topinambour 


19" broyage au mortier Fu 
dans l'alcool absolu / nee") 
: acides - 

1978 centrifugation PR À organiques 
surnageant culot 

2° broyage 

alcool à 80% 

DIAGRAMME 

22 centrifugation OPERATIONNEL 
surnageant culot 

3° broyage 

à l'eau 


3*centrifugation 


surnageant  Culot 
49 broyage 
a l'eau 


4 centrifugation 


surnageant culot final 


acides aminés 
RE PR permutite 50 


sucres + acides 
organiques 


Fic, 3. — Diagramme opérationnel. Fractionnement des différents constituants analysés. 


fritté. Ils sont ensuite finement broyés au mortier dans de l’acool absolu 
en présence de sable de Fontainebleau. Cette opération, qui a pour but 
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de détruire les systèmes enzymatiques, est suivie d’une extraction à 
l’eau de la pulpe ainsi obtenue. Par centrifugation et décantation, on 
sépare le culot du surnageant. La Permutite 50 permet d'isoler, d’une 
part les acides aminés libres du cytoplasme présents dans le surnageant 
et, d'autre part, une fraction renfermant les anions et les substances 
neutres de ce cytoplasme, tels que les acides organiques et les sucres. Un 
tel fractionnement est également opéré sur le milieu de culture qui a 
été récupéré lors de la filtration initiale. Quant au CO, dégagé par les 
tissus au cours de la manipulation, il est recueilli, comme nous l'avons 
indiqué sur le schéma n° 2, dans une solution de soude concentrée, à 
l'aide d’un absorbeur à billes. La solution de soude étant récupérée et 
diluée dans un bécher, on précipite directement le carbonate de sodium 
par une solution concentrée de chlorure de baryum à l’ébullition. En 
opérant aux environs de pH — 9, la précipitation est quantitative. 
Le carbonate de baryum formé est recueilli par filtration et séché. 

La radioactivité de chacune de ces fractions est déterminée de la 
manière suivante. Pour les substances solubles, une partie aliquote de 
leur solution, initialement amenée à un volume connu, est déposée dans 
une caspule en aluminium de 2,9 cm de diamètre. On a pris soin, préa- 
lablement, de mettre dans le fond de la capsule une goutte d’un mouillant 
de manière à répartir uniformément le liquide à la surface de la capsule. 
Cette capsule est passée, après séchage, au compteur de Geiger. 

Le culot de centrifugation et le précipité de carbonate de baryum 
sont tout d’abord séchés à poids constant, pesés, puis broyés finement 
au mortier. Quelques milligrammes de la poudre obtenue, pesés avec 
soin, sont répartis uniformément à la surface des capsules d'aluminium 
servant au comptage et également passés au compteur. Nous ne tenons 
pas compte, dans cette manipulation, de l’autoabsorption du rayonne- 
ment 8, qui est un rayonnement de faible énergie, par la substance radio- 
active. 

Cette manipulation n’est évidemment pas rigoureusement quanti- 
tative. Mais le but que nous poursuivons est d'analyser qualitativement 
la fraction « acides aminés libres » des explantats, qui renferme, comme 
nous allons le voir, la presque totalité de la radioactivité absorbée par 
les tissus. 

Les résultats obtenus au cours de cette manipulation sont consi- 
gnés dans le Tableau 1v. 

On peut constater que, dès après 12 h de culture, 37 % de la radio- 
activité du milieu nutritif ont été absorbés par les explantats. Cette 
radioactivité se retrouve plus particulièrement dans la fraction acides 
aminés libres des tissus. Après 72 h de culture, sur les 94 % de la radio- 
activité absorbée par les fragments de parenchyme, 78 % selocalisent dans 
cette même fraction. Nous pouvons donc penser qu’au cours des premières 
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TABLEAU IV 


12 heures de culture 


Milieu extérieur 


Explantats 


Fraction soluble non retenue par la 


Culot de centrifugation........... 5157 c/m 


résine permutite 50 (sucres + ac. 1 887 c/m By va 
oIPaniques) TE ee 0 7407 

Fraction soluble non retenue par la 
résine permutite 50 (sucres + ac. 8125 c/m 
OTANIQUES) ESS 7 ACCES To 
Fraction soluble retenue par la ré- 69287c/m | Fraction soluble retenue par la ré- 27 712 c/m 
sine permutite 50 (acides aminés) 62,6 sine permutite 50 (acides aminés) AT 

Total de la radioactivité retrouvée : 112 311 c/m. 
48 heures de culture 
Milieu extérieur Explantats 
Fraction soluble non retenue par la : Culot de centrifugation........... 4926 c/m 
résine permutite 50 (sucres + ac. 925 c/m 38% 
OrCANIQUES) Fee Ce ee 0,72 % 

Fraction soluble non retenue par la 
résine permutite 50 (sucres + ac. 8 750 c/m 
organiques} cs lea do 68% 
Fraction soluble retenue par la ré- 33 390 c/m | Fraction soluble retenue par la ré- 76 500c/m 
sine permutite 50 (ac. aminés)... 26, % sine permutite 50 (ac. aminés)... 59,5 % 
CO; HÉna ne RER EE Re 4 110 C/m 
32 % 

Tctal de la radioactivité retrouvée : 128 600 c/m. 
72 heures de culture 
Milieu extérieur Explantats 

Culot de centrifugation........... 5157 c]m 
4,9 % 

Fraction soluble non retenue par la Fraction soluble non retenue par la 
résine permutite 50 (sucre + ac. 839 c/m résine permutite 50 (sucres + ac. 7 500 c/m 
OTÉANIQUES) hr 0,79 % OIRAQUES). LR LS RES IL 
Fraction soluble retenue par la ré- 5 35oc/m | Fraction soluble retenue par la ré- 82 500 c/m 
sine permutite 50 (ac. aminés)... 5: % sine permutite 50 (ac. aminés). 78 
COL dÉpARE SNS RE 4216 c/m 
4 % 


Total de la radioactivité retrouvée : 105 562 c/m. 


heures de mise en culture, les atomes de carbone de la molécule d’arginine, 
dégradée par les tissus sous des formes que nous allons analyser ulté- 
rieurement, restent dans ce que les auteurs anglo-saxons appellent le 


[2e 
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«pool » des acides aminés libres. La radioactivité qui est mise en évidenc :, 
soit dans le culot de centrifugation, soit dans la fraction neutre et anio- 
nique du cytoplasme, est très peu importante au cours de manipulations 
d'une durée aussi limitée. I1 n’en est pas de même de celle qui est retrou- 
vée après 48 h ou 72 h de culture dans le carbonate de baryum. 
Cette radioactivité est la preuve qu’une partie du squelette carboné 
de l’arginine se dégage sous la forme de gaz carbonique au cours de la 
dégradation de cette molécule par les tissus. 


Arg. 


| Suanido-buii | 


| É < 


Cliché n° 5. — Autoradiogramme montrant la nr en acides aminés marqués du milieu de 
culture. 


Arg. = arginine. — Guanido-but. = acide guanido-butyrique. 


La fraction renfermant la majorité de la radioactivité et qui com- 
porte en particulier les acides aminés libres des tissus a été analysée 
par chromatographie bidimensionnelle sur papier Whatmann n° 1 selon 
la technique de LEVY CHUNG (14). Les chromatogrammes développés et 
séchés sont soumis à une autoradiographie à l’aide de films radiographi- 
ques Kodirex. Les résultats obtenus sont consignés dans les clichés 
suivants. | 

Le cliché n° 5 nous donne l’autoradiographie de la fraction catio- 
nique du milieu de culture sur lequel les fragments de tubercules de 
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Topinambour ont été transplantés. Il révèle la présence dans ce milieu de 
deux composés radioactifs. L'un correspond à l’arginine, servant de source 
d'azote aux explantats, tandis que l’autre se présente comme une 1mpu- 
reté introduite avec l’arginine, car elle préexiste dans la solution avant 
la mise en culture. Nous l'avons identifiée comme étant de l'acide y gua- 
nidobutyrique. Sa radioactivité et sa concentration dans le milieu de 
culture sont très faibles vis-à-vis de celles de l’arginine. Par contre, le 
cliché n° 6 montre également, outre l’impureté initiale signalée précé- 


ASP. 


Glut. 
Arg. 


Hydrox. a? 


 :ProL: 
| Fe. 
Guanidobut. 


Cliché n° 6. — Autoradiogramme montrant la composition en acides aminés libres marqués des frag- 
ments de tubercules s'étant développés 1#-vitro en présence d’arginine radioactive d’origine bio- 
logique. Arg. : arginine. — Asp. : acide aspartique. — Glut. : acide glutamique. — Guanido-but.: 
acide guanido-butyrique. — Hydrox. : hydroxyproline. — Prol. : proline. 


demment, la présence d’un corps radioactif facilement repérable malgré 
sa faible intensité. Ce corps, qui peut être un intermédiaire de la chaîne 
de réactions qui conduit de l’arginine à la proline, n’a pas encore été iden- 
tifié. La détermination de la nature de chacune des taches a fait l’objet 
de vérifications par chromatographie sur papier avec les différents 
solvants classiques. Enfin, tout acide aminé repéré et identifié sur le 
chromatogramme a été isolé, élué et co-chromatographié avec le témoin 
correspondant. 


Bien qu'un simple examen visuel des autoradiogrammes permette 
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de constater que la proline est, parmi les acides aminés provenant de la 
dégradation de l’arginine, de loin le composé le plus important, nous 
avons voulu évaluer les valeurs réciproques des différents amino-acides 
apparus au cours du catabolisme de cette molécule. Pour cela, des frag- 
ments de tubercules, après avoir été mis en culture de tissus pendant six 
jours, sont repiqués sur un milieu dont la seule source d’azote est de 
l'arginine radioactive d’origine biologique. Après 4 jours, les explantats 
sont fixés et leurs acides aminés libres extraits. Une fraction de la solu- 
tion obtenue est déposée au sommet de la colonne de résine Dowex 50 
et chromatographiée selon la technique de SrEIN et MooRE (18). Dans 
chaque tube du collecteur de fractions, on prélève 0,3 ml d’éluat, que 
l’on dépose sur coupelle, en vue de la détermination de la radioactivité. 
Une analyse colorimétrique à la ninhydrine est effectuée sur les 0,5 ml 
restant. Ainsi, chaque acide aminé est parfaitement repéré et sa radio- 
activité déterminée exactement. 

Au cours de cette expérience, nous avons récolté plus de 600 frac- 
tions, dont l’activité se répartit de la manière suivante : 


Acide glutamique. "0-70. 10972 c/m DE 
PTOUNE RE ee rie cree cie 25 236 c/m AL 
ÉLYATOSYDIOIMEE EE Eee ere 12 428 c/m 201% 
Acide aspartique-ec Lecce 6 261 c/m 10 % 
AINITCS EEE mens seseneesmese mes 6 826 c}m EM 


Les autres fractions isolées présentent une radioactivité beaucoup 
plus faible, de l’ordre de 600 c/m dans le cas le plus favorable, ce qui ne 
nous a pas permis de les identifier d’une manière certaine. 

Avant de tirer des conclusions de ces expériences, nous avons cherché 
à savoir si les phénomènes que nous venons d'étudier pouvaient être 
également observés en utilisant, non plus des ensemencements primaires, 
mais un matériel tel que la souche stabilisée de GAUTHERET (11). En effet cet 
auteur, dès 1945, a attiré l'attention sur le fait que les premières heures 
qui suivent la mise en culture correspondent, pour les explantats, à 
une phase de choc. Ceci a été confirmé par la suite par de nombreux tra- 
vaux, comme ceux de LIORET (15) et de MENORET (16). En utilisant 
une souche stabilisée pour l’expérimentation on peut en effetespérer que les 
modifications biologiques qu'entraîne la mise en culture ont atteint leur 
équilibre. Avec ce matériel, nous avons répété des cultures en milieu 
liquide contenant de l’arginine radioactive d'origine biologique comme 
source d'azote pour les explantats (1). Les acides aminés libres de ces 
derniers, après quatre jours de culture, ont été extraits, et analysés par 
chromatographie bidimensionnelle sur papier. L'autoradiographie des 
chromatogrammes ainsi obtenus indique nettement que la transforma- 


() Nous devons signaler que la composition de ce milieu de culture est celle utilisée dans les mani- 


pulations précédentes alors que le milieu normal de Gautheret pour la souche stabilisée comporte 15 % 


de lait de coco. 
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tion de l’arginine en proline a lieu dans ces tissus sans que les conditions 
de développement très artificielles qu'engendre la mise en culture puis- 
sent être incriminées. (Cliché n° 7). 

Les résultats obtenus au cours de cette manipulation confirment 
pleinement ce que nous avions observé avec des ensemencements pri- 
maires. 

Cette expérience montre d’une façon irréfutable que la plus grande 
partie de l’activité du squelette carboné de l'arginine se retrouve, au 


ë Glut. 


Arg. 


Hydrox. 


© 


Guanido-but. 


en | 
Cliché n° 7. — Autoradiogramme montrant la composition en acides aminés libres marqués de frag- 
ments de tubercules s'étant a à us in-vitro en présence d’arginine radioactive d’origine bio- 


logique. Are. : arginine. — Glut. : acide glutamique. — Guanido-but. : acide ido-butyri — 
Hydrox. : hydroxyproline. — Prol. : proline. i cer TO 


cours de sa dégradation par les tissus, dans la proline et l’hydroxyproline. 
On peut donc penser que ce composé subit, au cours de son catabolisme, 
les transformations suivantes : 


arginine — ornithine — semialdéhyde glutamique 
hydroxyproline < proline < ac. A,-5-pyrroline carboxylique. 


Cette expérience ne renseigne pas sur le sort du groupe amidine. 
Cependant le dégagement de gaz carbonique radioactif observé dans 
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la manipulation précédente laisse supposer que l'atome de carbone de 
ce groupe en est la source. Pour vérifier cette hypothèse, nous avons fait 
absorber aux cultures de tissus de l'arginine de synthèse marquée uni- 
quement sur ce carbone : 


NH; 


r4 


NH-—CH,—CH,—CH,—CH—COOH 


| 


HN = UC 


L'expérience avec cette molécule marquée a été conduite d’une façon 
identique à celle qui vient d’être décrite. Au cours de la manipulation, 
l'effort à été porté sur une détermination plus précise de la radioactivité 
du métabolite supposé le plus important, c’est-à-dire le CO, rejeté par 
les tissus. 


III. — UTILISATION D'ARGININE RADIOACTIVE DE SYNTHÈSE. 


Dans une fiole tronconique de 125 ml, contenant 10 ml d’une solu- 
tion nutritive renfermant 7,25 mg d’arginine de synthèse, on ensemence 
quatre explantats, pesant chacun environ I g évalué en poids frais. 
La radioactivité du milieu dans lequel baignent les tissus est évaluée 
au compteur de Geiger à I 221 000 c/m. 

Au cours de la manipulation, le piégeage du CO, dégagé par les 
tissus s'effectue, comme précédemment, à l’aide d’un absorbeur à billes 
contenant une solution de soude. Avant de fixer les cultures de tissus 
au temps voulu, l'atmosphère des fioles est balayée par un courant d'air 
débarrassé de CO,, afin de recueillir quantitativement celui provenant 
du métabolisme de l’arginine. (Fig. n° 2). 

Le CO, se trouvant sous forme de carbonate de sodium est récupéré 
en provoquant la formation de carbonate de baryum insoluble, à l’aide 
d’une solution de C1,Ba, dans des conditions analogues à celles de la 
manipulation précédente. Les cristaux sont retenus ensuite sur un 
filtre en verre fritté démontable. (Fig. 8). 

Le poids des précipités obtenus est de : 


138 mp delCO,Ba nement pour 12 h de culture. 
rar mg de CO,Ba.:............:..... pour 24 h de culture. 
432 mpdeCO;Ba rte cerer- creer pour 48 h de culture. 


La radioactivité de ces précipités a été déterminée de la façon la 
plus précise possible en tenant compte de l’auto-absorption du rayonne- 
ment & par le carbonate de baryum. Nous avons opéré de la manière 
suivante : 

Une fraction du carbonate de baryum est broyée très finement, 
dans un petit mortier d’agate, en présence de quelques centimètres 
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cubes de méthanol, dont le rôle est de mouiller la poudre afin d'éviter 
la contamination du laboratoire par des poussières radioactives. On pré- 
lève ensuite, avec une pipette, 1 centimètre cube de la suspension obte- 


papier filtre 


J 16. 8. — filtre démontable servant à récupérer quantitativement les cristaux de chlorure de baryum. 


couvercle 
de serrage 


- Cylindre de 
fixation de 


2 la plaque 


plaque recavant Le dépot de CO*Ba 


FiG. 9. — Dispositif permettant la préparation d’une plaque pour le comptage des électrons émis par 
le carbonate de baryum. 


nue, que l'on dépose sur une plaque servant au comptage des électrons 
émis par le précipité. (Fig 9). Le méthanol évaporé, la plaque doit pré- 
senter une répartition uniforme du CO,Ba. Le poids du dépôt, déterminé 

vec précision, doit être au plus égal à 5 mg. En opérant ainsi, nous avons 
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évalué la radioactivité totale du CO,Ba obtenu après 12 heures de cul- 
ture, à 438 500 c/m. 
Ce chiffre provient des calculs suivants : 


DOIAS IAUMPTÉCIPITÉ see em ne 138 mg 
poids du précipité sur la plaque. 2,55 Mg 
TAIOACUVALÉ RE ee en ee 5 720 c)m 
coefficient d’autoabsorption ..... 0,705 


5»720 X; 138 
VHRIES GER PE LS ae 
2:55 X 0,705 


438 500 c/m 


Nous avons, pour chaque précipité, effectué 5 déterminations. Les ré- 
sultats obtenus n'ont jamais différé entre eux de plus de 15 %,. La valeur 
finale provient de la moyenne de ces 3 déterminations. 

Quant au fractionnement des différents constituants analysés, nous 
avons suivi un diagramme opérationnel identique aux précédents. Les 
résultats d'ensemble de la manipulation sont consignés dans le tableau 


qui suit. (Tableau X). 


TABLEAU X 


F 


Échantillon étudié Fractions analysées 


Subtances solubles retenues sur permutite 
50 du milieu extérieur (acides aminés) 


Substances so'ubles non retenues sur per- 
mutite 50 du milieu extérieur (sucres + 
acides organiques) 


Substances solubles extraites des explantats 
et fixées sur permutite 50 (acides aminés). 


Culture ydeire h Substances solubles extraites des explantats 


et non fixées par la permutite 50 (sucres 
+ acides organiques) 


Culot (insolubles, parois cellulaires) 
CO, dégagé 


Acides aminés milieu extérieur 
Sucres + ac. organiques. milieu ext. 
Acides aminés cytoplasmiques 


Sucres + ac. organiques. cytoplasmiques 
Culot 
CO, dégagé 


Culture de 24h 


Résultats 


720 000 c/m 
49 % 


1 375 c/m 


220 000 C/m 


15 % 
9 500 c/m 


40 800 c/m 
470 000 c/m 
32 % 


1 461 675 c)m 


477 500 c}m 

2 125 C/m 

450 000 c/m 
337 

35 000 c/m 

36 700 c/m 

347 100 c/m 


25:7 % 
1 348 425 c/m 


Acides aminés milieu extérieur 
Sucres + ac. organiques milieu ext. 
Acides aminés cytoplasmiques 


Sucres + ac. organiques cytoplasmiques 
Culot 
CO, dégagé 


Culture de 48 h 


172 500 c/m 
1 700 c/m 

450 000 c/m 
33 % 


19 750 c/m 

22 500 C/m 

702 000 c/m 
51 % 


1 368 450 c/m 
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Ce tableau indique qu'après 12 h de culture, 51 % de la radioacti- 
vité du milieu extérieur ont été absorbés par les explantats. Cette radio- 
activité se repartit en deux grandes fractions. 

— d’une part, les acides aminés libres du cytoplasme (arginine non 
dégradée, 13 %) et, d'autre part, le gaz carbonique rejeté par les 
tissus (32 %). Après 24 h de culture, c’est 64 % de l'arginine servant 
de source d’azote aux explantats qui sont absorbés. Mais dans cet échan- 
tillon, la répartition de la radioactivité n’est pas identique à la précédente. 
La différence est, non pas qualitative, mais quantitative. Nous avons 
33 % de la radioactivité dans la fraction retenue sur Permutite 50 sous 
forme d’arginine, tandis que l’activité retrouvée sous forme de carbonate 
de baryum reste sensiblement égale à ce qu’elle était dans le premier 
échantillon (26 %). Ce résultat surprenant, qui s’est répété à plusieurs 
reprises, peut s'expliquer par le fait que le premier échantillon est soumis 
à un éclairement de 12 h, tandis que le second voit alterner 12 h de 
lumière avec 12 h d’obscurité. Il semble que les explantats mis en culture 
pendant 24 h continuent à absorber de l’arginine pendant la période obs- 
cure, mais sans pouvoir dégrader la molécule. 

Enfin, après 48 h de culture, c’est-à-dire après une nouvelle photo- 
période, 88 % de la radioactivité du milieu extérieur ont été absorbés par 
les explantats. On retrouve 51 % de cette activité sous forme de CO, 
dégagé par les tissus, tandis que 33 % restent dans la fraction soluble 
des explantats retenue par la Permutite 50 sous forme d'’arginine. 

Cette expérience semble donc bien montrer que Îe carbone du 
£  ement amidine de la molécule d’arginine est intégralement trans- 
force n CO, du cours du métabolisme étudié. 


IV. — RECHERCHE DES INTERMÉDIAIRES 
DANS LE MÉTABOLISME DE L'AF VINE 


A. — Recherche de l’Urée. 


Des fragments de tubercules sont ensemencés sur un milieu de cul- 
ture renfermant de l’arginine dont tous les carbones sont radioactifs. 
L'emploi, pour cette expérience, d'arginine marquée uniquement sur 
le carbone du groupe amidine, a été écarté parce que sa synthèse s'effectue 
à partir d’urée radioactive, Avant son utilisation, l’arginine marquée 
d'origine biologique a été débarrassée de toute trace d’urée radioactive 
pouvant la souiller, par passage de sa solution aqueuse sur une colonne 
de résine échangeuse de cations (Permutite 50). L'arginine est fixée sur 
la résine tandis que l’urée est éliminée par plusieurs lavages de la colonne 
à l'eau distillée. L/'arginine est éluée avec une solution d'ammoniaque 
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uormale. Cette solution, concentrée sous vide, à 45°, libère l’arginine, 
sous forme cristalline. 

Après 2 et 4 jours de culture, les tissus sont broyés au mortier dans 
de l'alcool absolu en présence de sable de Fontainebleau et la pulpe 
ainsi obtenue est extraite à l’eau. I,'alcool ayant servi à la fixation des 
explantats est ajouté à l'extrait aqueux et le tout amené à sec. On re- 
prend par de l’eau le dépôt obtenu et on introduit dans cette fraction 
hydrosoluble du cytoplasme tissulaire, 15 mg d’urée non radioactive. 
L'urée ainsi ajoutée sert ici d’entraineur au cours de la précipitation de 
ce corps par le xanthydrol, suivant la technique de Fosse (10). Avant 
d'effectuer cette précipitation, la fraction hydrosoluble est passée sur 
" ‘rmutite 50 afin de fixer sur la résine la plus grande partie de sa radio- 
activité, qui est sous forme d’amino-acides. Les cristaux de dixanthy- 
lurée se forment ainsi dans un milieu peu radioactif. L//emploi de l’en- 
traineur permet d’avoir un précipité d'environ 15 X 7 — 105 mg, facile 
à manipuler. Les cristaux de dixanthylurée obtenus sont broyés finement 
et purifiés de la manière suivante : on les met successivement trois fois 
en suspension dans 50 ml d’eau que l’on fait bouillir à reflux pendant 
une heure. Ils sont repris ensuite trois fois à l’alcool bouillant, qui en 
dissout une faible quantité. On termine la purification par 5 cristalli- 
sations successives dans la pyridine qui, à l’ébullition, en dissout environ 
1/100€ de son poids. Par refroidissement, la pyridine abandonne la dixan- 
thylurée, sous forme d’aiguilles soyeuses formées de longs filaments 
non agglomérés. On peut constater, au compteur de Geiger-Müller, 
qué ces aiguilles sont légèrement radioactives. Afin de concrétiser à te 
observation, nous avons appliqué aux cristaux la technique de l'Auto- 
radiographie (1). La dixanthylurée, recristallisée de manière à obtenir des 
cristaux d'environ 3 X 0,3 mm., est déposée sur des lames de verre 
ordinairement utilisées pour le montage des coupes histologiques. Elle 
est recouverte pa fe fine émulsion photographique (5). Après un con- 
tact cristaux-ér 1 de 13 jours, le film ainsi constitué est développé. 
En l’examinant au microscope on peut suivre la trajectoire des électrons 
émis par les atomes de 14C au cours de leur désintégration. (Fig. 11). Les 
clichés obtenus à partir de ces préparations semblent bien indiquer la 
présence d’urée radioactive au cours du catabolisme de l'arginine dans 
les tissus de Topinambour. 


B. — Recherche de la Citrulline. 


La mise en évidence d’urée radioactive au cours de la manipula- 
. DE . . , , . 
tion précédente indique d’une manière indirecte la présence d’arginase 


() L’autoradiographie des cristaux a été effectuée par le Service Biologique du C. E. À. — Nous 
tenons à remercier plus particulièrement Mie LEROUX. 
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FiG. 11 — Cristal de dixanthylurée radioactif obtenu en précipitant l’urée provenant de tissus de Topi- 
nambour cultivés en présence d’arginine marquée. Remarquer les traces des rayons 6 qui s’échappent 
du cristal. 
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dans les cellules du rhizome de Topinambour. Cependant la faible acti- 
vité spécifique de la dixanthylurée obtenue nous a engagé à rechercher 
la présence de citrulline dans le tubercule, citrulline qui, elle, proviendrait 
de l’arginine dihydrolase. Cette recherche a été effectuée dans l'extrait 
hydrosoluble de fragments de rhizome s'étant développés sur un milieu 


BAL? 


Val. 


&. Amino 


 Leuc. 
Cliché n° 12. — Chromatogramme montrant la composition en acides aminés libres de fragments de 
tubercules s’étant développés 1#-vitro en présence d’arginine radioactive d’origine bio- 
logique. 
Légendes des Clichés n° 12 — 13 
Al. = alanine . Gly. = glycine 
B-AI. — G-alanine Ac. guanido-but. = acide guanido-butyrique 
Y-amino = acide y-aminobutyrique Leuc. — leucine 
Arg. — arginine Ornith. = ornithine 
Asp. — acide aspartique Prol. — proline 
Asp. NH, — asparagine Ser. — sérine 
Glut. = acide glutamique Val. = valine 
Glut. NH, = glutamine 


de culture contenant de l’arginine dont tous les carbones sont radio- 
actifs. Afin de pouvoir mettre en évidence une quantité même très faible 
de citrulline, nous avons surchargé le chromatogramme en acides aminés 
en déposant sur la feuille de papier Whatmann 100 ul de l'extrait. La 
chromatographie effectuée dans une enceinte thermostatée, a été excel- 
lente et les chromatogrammes développés, autoradiographiés, ont donné 
des films qui nous ont montré l'absence de citrulline. (Clichés n° 12,13). 
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Par contre, ils ont permis de constater nettement, pour la première fois, 
la présence d’ornithine. 
Ainsi, l'identification de l’urée et de l’ornithine parmi les composés 
solubles du cytoplasme dans le tubercule de Topinambour nous permet 
de penser que c’est l’arginase qui intervient au cours du catabolisme de 


Re DE | 
Be € Glut. 


- Asp. NH? 


ë. Amino. 


Ac. guanidobut. 
| | = 


Cliché n° 13. — Autoradiogramme correspondant au chromatogramme n° 12 mettant en évidence 
le marquage au radiocarbone de la molécule d’ornithine, 


l’arginine libre des tissus. Cette opinion semble d'autant plus solide 

que toute tentative pour mettre en évidence de la citrulline échoue. 
Nous avons essayé de mettre en évidence l’arginase et l’uréase dans le 

tubercule de Topinambour, afin de compléter les observations précédentes. 


C. — Recherche de lUréase et de l’Arginase. 


Nous avons, pour cela, utilisé les techniques les plus classiques. 


1° Mise en évidence de l'uréase. 


Nous avons utilisé deux techniques pour la mise en évidence de 
l’uréase dans notre matériel végétal. 


Le principe de la première technique, inspiré de WEIL et RUSSEL (21), 
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consiste à mesurer avec l'appareil de Warburg le gaz carbonique dégagé 
au cours de la dégradation de l’urée par l’uréase. La seconde technique 
utilise comme réactif le xanthydrol, qui permet de suivre la disparition 
de l’urée dans un milieu contenant de l’uréase. 

L'uréase qui nous a servi de référence provient de la National Bio- 
chemicals Corporation (Chicago). 


2° Mise en évidence de l’arginase. 


Nous avons mis en œuvre la technique de GREENBERG (12) qui 
consiste à doser l’urée apparue dans un milieu contenant de l’arginine 
en présence d’arginase. 

L'arginase qui nous a servi d’étalon a été extraite du foie de cheval 
en suivant le mode opératoire exposé par GREENBERG. Nous nous sommes 
contenté d'une préparation encore très impure (poudre D dans la nomen- 
clature de GREENBERG). Elle nous a permis de détecter si des phénomènes 
de dénaturation de l’enzyme n’intervenaient pas au cours de nos mani- 
pulations. 

Au cours de cette recherche, nous nous sommes heurté aux diffi- 
cultés suivantes : 

les tissus du Topinambour renferment, en effet, des composés phé- 
noliques qui s’oxydent à l'air, entraînant un brunissement des jus et 
une dénaturation des enzymes. Lorsque, par exemple, on ajoute aux 
extraits de tissus de Topinambour 1/10 000 de leur poids d’uréase, on 
constate que toute activité enzymatique disparaît au bout de quelques 
minutes. Aussi avons-nous protégé ces enzymes, soit en évitant les oxy- 
dations par du cyanure, soit en protégeant leurs groupements actifs 
par des apports de groupement-SH. 

Les résultats obtenus se sont toujours situés au voisinage des limites 
d'erreur des techniques utilisées. Ainsi, lorsqu'on met en présence d’urée 
l'extrait enzymatique correspondant à 5 g de tissus, le dégagement 
de CO, mesuré à l’aide de l'appareil de Warburg n’est que de quelques 
microlitres. De même, les résultats que nous obtenons par la technique 
de Fosse ne sont pas plus significatifs. En effet, nous avons suivi la 
disparition de l’urée dans une préparation enzymatique correspondant 
à 50 gr. en poids frais de tubercule. Dans une prise d'essai qui, au départ, 
doit donner un précipité de 140 mg. d’uréine, la valeur trouvée a été 
de 138 mg. Après 18 h de contact entre la préparation enzymatique et 
l’urée, la prise d'essai a donné un précipité de 132 mg d’uréine 


\ 


( moins de 1 mg d’urée a disparu ). Par contre, après le même 


temps d’incubation, la prise d’essai provenant du témoin auquel on a 
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incorporé 1/10 000 de son poids d’uréase a donné un précipité de 34 mg, 


. ee L 8- . » LA 
mettant en évidence une disparition de es 2 15 mg d'urée. 


L'échec observé dans la mise en évidence de l’uréase et de l’arginase 
dans le tubercule de Topinambour s'explique aisément. Le Topinambour 
est un matériel peu favorable aux études enzymatiques. Il contient 80 
à 90 %, d’eau et les phénomènes biologiques qu'il manifeste sont très 
lents. Seules des techniques d'extraction et d'évaluation de l’activité 
des enzymes plus fines que les nôtres donneraient de meïlleurs résultats. 


V. — SORT DES AZOTES DU GROUPE AMIDINE DE L'ARGININE 


Les expériences que nous venons de décrire ont permis de préciser 
le sort des différents atomes de carbone de la molécule d’arginine au 
cours de sa dégradation par les tissus du Topinambour. Nous avons 
cherché à compléter ces résultats en déterminant ce que devenaient 
les atomes d’azote du groupement amidine de la molécule. 

Les analyses des acides aminés libres du Topinambour après 2 et 
6 jours de culture nous ont montré une augmentation importante de 
l'acide glutamique, des amides et de l’alanine. Or nous avons vu que le 
squelette carboné de l’arginine n’intervenait que pour une faible part 
dans la synthèse de ces corps. Il était par contre plausible d'imaginer 
que l'azote du groupe amidine de l’arginine puisse jouer un rôle dans 
cette synthèse au même titre que l’ammoniaque provenant de la réduction 
des nitrates du milieu de culture. Pour résoudre ce problème, nous avons 
songé à employer de l'arginine marquée à l’aide d'azote lourd N sur 
le groupement amidine. Nous avons utilisé un produit renfermant un 
utexces d'azote lourd de 6,279 (za): 

Le mode opératoire que nous avons adopté a été le suivant : 

Huits explantats, pesant respectivement environ I gramme ont 
été ensemencés dans deux fioles tronconiques de 125 ml contenant chacune 
10 mi d’un milieu nutritif non solidifié par la gélose. Dans ce milieu, la 
source d'azote pour les tissus était constituée par 14 mg d’arginine de 
syuthèse enrichie en IN. Les explantats laissés en culture pendant 6 jours 
ont été ensuite fixés à l'alcool bouillant et leurs acides aminés extraits 
suivant la technique couramment utilisée jusqu'ici. La séparation 
des différents acides aminés libres a été effectuée par chromatographie 
sur colonne de résine Dowex 50 X 8 de 0,9 X 100 em, suivie d’une deu- 
xième chromatographie sur papier Whatmann n° 3. 

Voici les raisons qui nous ont amené à opérer de cette façon. 

Afin d'éviter une trop grande dilution isotopique, nous avons for- 
tement chargé la colonne de résine Dowex 50 X 8 utilisée (2,1 mg d'azote 
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n° 3, la phase mobile étant du phénol-eau. (1) C'est ainsi que, pour puri- 
fier la proline isolée par la technique de STEIN et MOORE, proline qui 
peut être souillée par des traces d’acide glutamique, on dépose sa solu- 
tion, avec une pipette effilée, le long de la ligne de départ du chromato- 
gramme que l’on développe. On dépose également, à droite et à gauche 
de cette bande, deux gouttes d’une solution témoin. En révélant les 
bandes n° r et 3, de papier Whatmann on repère facilement sur le papier 
la position de l'acide glutamique et de la proline, dont les R; dans le 
solvant sont très différents. (Proline : R; — 0,88 — Acide glutamique: 
RF=10,51). 

On isole ensuite les fragments de chromatogrammes renfermant la 
proline d’une part et l'acide glutamique d’autre part. On élue les acides 
aminés. 

Les éluats sont concentrés et avec quelques microlitres du jus on 
vérifie la pureté du produit obtenu par chromatographie. Ont été pu- 
rifiés ainsi : l'acide glutamique, la proline, l'acide aspartique et l’alanine. 
Quant à l’hydroxyproline, elle présente une impureté à la révélation 
du chromatogramme de contrôle. Avec le réactif à la ninhydrine, -on 
obtient une légère tache violacée dont la position sur le chromatogramme 
correspond à celle de l’asparagine. Nous appellerons cette fraction : 
Hydroxyproline + asparagine. Quant aux amides elles-mêmes, nous 
avons tenté de les séparer de la manière ci-dessus. Mais la chromato- 
graphie sur papier de ces corps dont les R; sont différents (glutamine 
Ry — 0,57 — Asparagine R; — 0,40) ne permet pas de les isoler l’un de 
l’autre de façon absolue, car ils présentent, sur le chromatogramme, des 
trainées importantes. Nous avons renoncé à les séparer et nous en avons 
fait une seule fraction, qui peut en outre présenter comme impureté des 
traces de sérine. 

Chaque fraction ainsi isolée est ensuite minéralisée suivant la tech- 
nique de Kjeldahl. L/'azote aminé transformé en sulfate d’ammonium 
est récupéré, sous forme d’ammoniaque, dans l'appareil de Parnas et 
Wagner, en mettant le sel d'ammonium en contact avec un excès de soude 
concentrée. L'ammoniac qui se dégage est entrainé à la vapeur dans une 
solution d'acide sulfurique de titre connu. Le dosage de l’ammoniac 
distillé étant effectué, on ajoute un léger excès d'acide sulfurique. Etant 
donné que nous travaillons avec de très faibles quantités d'azote, puis- 
qu'au départ nous avions 2 mg d'azote aminé libre, il est nécessaire, 
pour éviter toute perte au cours des manipulations, d'ajouter dans les 
matras Kjeldahl, avant la distillation de l’ammoniaque, une quantité 
de sulfate d’ammonium représentant exactement 500 ug. d'azote, servant 
d'entraineur. Le sulfate d’ammonium obtenu est récupéré en amenant 


() Phénol — eau : 100/20 en présence de HCN (NaCN + H,0) 0,3 % NH. 
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à sec la solution. L/'azote est ensuite libéré, sous forme gazeuse, sous 
l'action d'une solution concentrée d'hypobromite de sodium, puis intro- 
duit dans le spectrographe de masse afin de déterminer la proportion 
d'isotope lourd qu'il contient. 


Résultats : 


La quantité d’arginine mise à la disposition des explantats dans le 
milieu de culture, au départ de la manipulation, étant de 14 mg, soit 
un excès d'azote lourd équivalent à 150 ug, nous avons retrouvé cet 
isotope réparti de la manière suivante dans nos six fractions : 

Acide glutamique : 1,33 ug d’azote lourd 

Proline : 1,9 ug d'azote lourd 

Acide aspartique : résultats dans les limites d'erreur de la technique 

Alanine : 0,9 ug d'azote lourd 

Hydroxyproline : 1,15 ug d’azote lourd 

Asparagine + Glutamine : 3,23 ug d'azote lourd 

Ces résultats sont entachés d’une erreur qu'il est difficile d'évaluer. 
Cependant, au cours des nombreuses manipulations effectuées afin d'isoler 
et de purifier les différentes fractions, nous avons opéré avec le plus 
grand soin, de manière à conserver à cette expérience un caractère quan- 
titatif. 

Compte tenu du fait que toute l’arginine absorbée n’est pas aussitôt 
dégradée, l'examen de ces résultats nous montre qu’une partie impor- 
tante de l'azote du groupement amidine de l’arginine se trouve encore 
présente dans la fraction aminée libre des tissus et surtout dans l’en- 
semble asparagine + glutamine, que nous n'avons malheureusement 
pas pu séparer. Cet ensemble représente 38 %, de l'azote lourd retrouvé 
tandis que l'acide glumatique en renferme 16 %,, l’alanine 11 %, la pro- 
line 22 % et l’hydroxyproline 13 %. 

Ainsi, ce sont les amides, glutamine et asparagine, qui fixent la 
plus grande partie de l’ammoniaque libre provenant de la dégradation 
de l’arginine. N'ayant pu les séparer, nous ignorons malheureusement 
la proportion d'azote lourd que renferme chacune d'elles et nous ne pou- 
vons localiser dans la molécule cet atome d'azote. 

Une autre constatation qui nous a surpris, c'est de retrouver une 
assez forte proportion d'azote lourd dans le proline (22 %). Nous avons 
établi, au chapitre précédent, qu'une partie du squelette carboné de 
l’arginine se transforme en proline au cours des phénomènes de la Crois- 
sance #u-vitro. Cette proline dérive de l’ornithine et son atome d'azote 
vient soit du groupement « aminé de cet amino-acide, soit du groupement f 
En effet, VOGEr, (20) a montré que chez Eschericha coh, Neurospora 
crassa et Torulopsés utilis, l'azote de la proline provient de l'azote x aminé 
de l’ornithine bien que les voies biochimiques conduisant d’un acide 
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aminé à l’autre soient différentes chez la bactérie par rapport aux cham- 
pignons. D'autre part, BOULANGER et OSTEUX (x), dans le foie de dindon, 
ont mis en évidence que c’est l’azote en position à dans la molécule d’or- 
nithine qui donne naissance à l'azote de la proline. Or, dans la molécule 
d’arginine que nous avons utilisée pour cette expérience, aucun de ces 
groupes aminés n’est enrichi en azote lourd. La proline marquée que nous 
avons retrouvée au cours de l'expérience ne semble donc pas provenir 


Quantité d'azote des acides aminés libres 
en % de l'azote aminé total 
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FiG. 14. — Variations des teneurs en acides aminés libres des tissus du Topinambour dans les premiers 
jours de la culture. 


de l’arginine. Nous avons pensé qu'elle pouvait, parcontre, prendre 
naissance à partir de l'acide glutamique formé aux dépens de l'acide 
«-cétoglutarique. Cette hypothèse semblait justifiée par le fait que 
la teneur en acide glutamique des tissus, au cours de ces phénomè- 
nes, croît tout d’abord, pour décroitre après 6 jours de culture, alors 
que la proline continue à s’accumuler dans les explantats (figure. 
n° 14). Dans le but de la vérifier, nous avons songé à faire absor- 


ber de l'acide glutamique marqué au 4C à des tissus de Topinam- 
bour. 
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VI. — INTERRELATIONS ACIDE GLUTAMIQUE-PROLINE 
DANS LES TISSUS DE TOPINAMBOUR CULTIVÉS IN-VITRO. 


Des fragments de rhizome sont ensemencés dans un milieu nutritif 
liquide où les nitrates sont remplacés comme source d'azote pour les 
explantats par de l’acide glutamique dont les carbones en position 3-4 


; 


Ré | ail 


FiG. 15. — Autoradiogramme montrant la composition en acides aminés libres marqués de fragments 
de tubercules s'étant développés 1#-vitro en présence d’acide glutamique radioactif. 


Al. = alanine Glut. — acide glutamique 
y-amino = acide ÿ-aminobutyrique Glut. NH, = glutamine 
Asp. = acide aspartique Ornith. = ornithine 
Asp. NH, = asparagine Prol. = proline 


Thréo. — thréonine. 


dans la molécule sont radioactifs. Dix centimètres cubes de ce milieu 
renferment 10 mg d'acide glutamique dont la radioactivité est évaluée à 
60 uC. Après 4 jours de culture, les explantats sont fixés à l'alcool et 
leurs acides aminés extraits suivant la technique habituelle. Une analyse 
qualitative de ces amino-acides est effectuée par chromatographie bidi- 
mensionnelle sur papier Whatmann n° 1, suivie d’une autoradiographie. 
L'examen de l’autoradiogramme (fig. 15), nous montre une très nette 
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radioactivité de la proline et confirme notre hypothèse. Ainsi, au cours 
des premiers stades de leur développement in-vitro, les tissus de Topi- 
nambour effectuent la synthèse de la proline, non seulement à partir du 
squelette carboné de l’arginine, mais également à partir de l'acide glu- 
tamique formé à l’aide de l'ammoniaque libéré par Îe groupement ami- 
dine de la molécule. À côté de la proline, nous avons retrouvé, comme on 
pouvait s’y attendre, une forte activité dans la glutamine et l'acide y- 
aminobutyrique mais aussi dans l’alanine, l'acide aspartique, la thréonine 
et également dans l’ornithine ; ceci laisse supposer que les réactions sont 
réversibles et que des phénomènes inverses de ceux que nous avons étudiés 
au cours de la dégradation de l’arginine doivent exister. 


VII — COMPOSITION EN ACIDES CARBOXYLIQUES DES TISSUS 
CULTIVÉS IN-VITRO 


On sait que les acides organiques jouent un rôle important dans le 
métabolisme des acides aminés. Pour s’en rendre compte, il sufñt de 
passer en revue les différents mécanismes invoqués pour expliquer la 
synthèse de ces composés. Que ce soit la théorie de DAKIN et DUDLEY (8-0) 
faisant intervenir l’amination d’un glyoxal, ou la conception de KNOOP (13) 
dans laquelle l’acide cétonique donne naissance à l'acide aminé corres- 
pondant par l’intermédaire de l’amino-acide, ou bien encore celle de 
BRAUNSTEIN et KRITZMANN (6) qui met en jeu les mécanismes de la 
transamination toujours intervient dans cette synthèse un composé acide 
ternaire. Ce dernier peut provenir soit d’une désamination antérieure 
non suivie par une dégradation plus poussée du métabolite formé, soit 
du métabolisme glucidique ou enfin des acides organiques du cytoplasme 
qui représentent souvent une part importante des réserves du végétal. 
Les expériences que nous venons de relater en fournissent également la 
preuve puisqu'une partie des acides aminés qui apparaissent au cours de 
la dégradation de l’arginine en proviennent très vraisemblablement. 
D'autre part, l’arginine, réserve azotée importante du tubercule, est une 
forme très condensée d'azote, puisque le rapport À = = . Son catabolisme 
qui s'effectue avec une rapide intégration de l'azote du groupement 
amidine dans la fraction acides aminés libres, nécessite une augmentation 
de la teneur en carbone de cette fraction. Aussi nous avons voulu, sans 
étudier en détail les interractions acides organiques — acides aminés, 
avoir une idée des principaux acides carboxyliques présents dans les 
tissus du Topinambour. Nous avons, pour cela, étudié les acides organiques 
des tubercules prélevés au stade de repos hivernal et dansles tissus de ces 
mêmes rhizomes au cours des premiers jours de leur croissance n-vifro. 
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Nous avons donc effectué des cultures de fragments de tubercules 
au repos sur milieu nutritif gélosé. Après 3 et 6 jours de culture, 50 g 
environ en poids frais d’explantats sont prélevés et pesés exactement. 
Leurs acides organiques sont alors extraits et dosés de la manière sui- 
vante : 


a) Extraction. 


Nous avons suivi, pour l'extraction des acides organiques, la 
technique utilisée par BOvÉ (3). Rappelons-en les grandes lignes. 

Les acides organiques sont des produits beaucoup plus fragiles que 
les acides aminés, aussi doit-on prendre plus de précautions au cours de 
leur extraction. Le matériel prélevé sur des cultures de tissus est tout 
d'abord congelé dans l’azote liquide, puis passé au broyeur à bille. En 
une à deux minutes, on obtient une poudre très fine, qui est transvasée 
dans un homogénéiseur Poter contenant suffisamment d’eau pour obtenir 
une suspension fluide dont la température est voisine de 0° (Pendant 
ce second broyage, la température ne dépasse jamais 50). L'homogénéisat 
est versé alors dans un erlenmeyer contenant 20 ml de résine échangeuse 
de cations sous forme H* (Permutite 50) pour cent grammes de tissu. Les 
acides aminés et les cations sont fixés sélectivement sur cette résine. On 
agite la fiole pendant quelques minutes, puis on laisse la résine se déposer. 
On décante alors dans un deuxième erlenmeyer contenant 40 ml de résine 
échangeuse d’anions sous forme carbonate (Dowex 2) qui va retenir les 
anions et les acides organiques. En lavant à plusieurs reprises la Permutite 
50 et en décantant chaque fois le surnageant sur la Dowex 2, la rétention 
des acides organiques est quantitative. Il suffit de séparer la pulpe addi- 
tionnée des eaux de lavage d’une part et la Dowex 2 d'autre part, pour 
achever la séparation des substances solubles en 3 groupes : 

— acides aminés + cations sur Permutite 50, 

— acides organiques et anions sur Dowex 2, 

— sucres et produits non ionisés dans le liquide contenant la pulpe 

et les eaux de lavages des deux résines. 

Les acides organiques sont élués par 800 ml d’une solution de Me 
d’ammonium molaire puis par 30 ml de soude normale. La solution des 
acides carboxyliques contenant un gros excès de carbonate d’ammonium 
et de soude, on élimine le premier de ces produits par distillation à 30- 
330, température à laquelle il se décompose ; pour cela, le liquide est con- 
centré aux 3/4 dans un évaporateur rotatif, à film liquide. Dans le quart 
restant, on élimine la soude par addition de Permutite 50 jusqu'à réac- 
tion nettement acide. On passe quantitativement le tout sur une colonne 
à éluer qui retient la Permutite 50. On lave avec 100 ml d'eau pour 100 
g de tissu frais. En concentrant sous vide, à sec, la solution, les acides 
organiques non volatils cristallisent. On les reprend en plusieurs [fois 


. 
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avec un volume d’eau connu. La solution est conservée sous forme con- 
gelée. 


b) Dosage des acides organiques. 


Les acides organiques extraits du tubercule de Topinambour de 
la façon indiquée ci-dessus sont séparés par chromatographie, sur une 
colonne de silice de 13 em de hauteur et de 12 mm de diamètre (8 g 
d'acide silicique de Mallinskrodt), selon la technique de BOVÉ et RAVEUX 
(4). Une quantité représentant 1,5 milli-équivalents d’acidité carboxy- 
lique est introduite au sommet de la colonne après avoir été adsorbée sur 
1 g de silice. Les acides organiques sont élués sélectivement à l'aide 
d’une série de six mélanges butanol tertiaire — chloroforme, dont la 
composition est la suivante : 


Mélanges I II III Marion | VI 
DES AIN | _ 
Butanol tertiaire en ml pour 
100 ml de mélange..... 8 13 20 28 35 | 40 


Le butanol tertiaire évite les risques d'’estérification. L'effluent 
est recueilli à la base de la colonne par un siphon de 2 ml qui distribue 
les fractions dans les tubes successifs d’un collecteur automatique. 
Chaque fraction qui, après avoir été additionnée de 2 à 3ml d’eau décar- 
bonatée, est titrée avec de la soude 0,005 N en présence de quelques 
gouttes d’une solution de rouge de phénol. 

Cette technique permet la séparation et le dosage des différents 
acides avec une erreur qui ne dépasse pas 4 ou 5 %,. 

Ici encore, nous avons préalablement analysé les extraits complexes 
ou précisé les déterminations par la chromatographie à deux dimensions 
en utilisant la méthode de CHEFTEL, MUNIER et MACHEBŒUF (7). 

La composition des phases utilisées est la suivante : 


Première dimension : 


Ethanol 'AbSONL. SSS 8o ml 
NÉS PCONCENtTÉ SR IHE RSS RESTO PR 5 ml 
Father rent Etant natifs or 15 ml 
Deuxième dimension : 

Ge) APTOPANOLE Etain PU ETSEER DEN EN ENUR 7e à 7o ml 
BEnzoate CéAnEtRYIERS LEONA PERRET. 3o ml 

AGE FONMITUER ES RU 20 ml 

Saturation de la phase organique par l’eau. 

LODANOMER ER PER ects tte Te Re ee ee so ml 
Eucalyptol.16..f rte tions .as 60 ml 
AOTÉMONDIQUES see 2 ete 20 ml 


Saturation de la phase organique par l’eau. 


La révélation des chromatogrammes se fait avec une solution de vert 
de bromocrésol (0,1 g dans 100 ml d'alccol à 96°) amenée à la coloration 
bleue par addition, goutte à goutte, de soude 0,1 N,. 
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Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau XVI. 


TABLEAU XVI 


o 3 jours 6 jours 
Temps | 
: m. mol/ : m. mol/ Il 
meq/50 gr meq/50 5 m. mol/ 
q/so er 100 gr q/so gr 100 gr Hedee PR gr 
Acide formique ( RTC 0,007 0,014 Oo NN 0026 
Acide acétique (1)...... 0,004 0,008 O,040..MMU0,002 
Acide propionique (1)... 0,003 0,006 
Acide butyrique (1)..... 0,004 0,008 0,003 0,006 0,005 O,01 
Acide fumarique ....... 0,18 0,08 0,18 0,18 0,13 0,13 
Acide succinique et lac- è $ 
RATIO ne secure 0,16 0,16 0,25 0,25 0,22 0,22 
Composé indéterminé ..…. 0,008 c'etb à 0,008 $ 
Acide pyrolidone carbo- É 
RAR ee 0,047 0,004 0,072 0,144 0,07 O,14 
Acide oxalique......... 0,19 0,19 0,20 0,20 0,17 0,17 
Acide malique ......... 5:47 5:47 4,75 4,75 4,21 4,21 
Acide “citrique . «2.1... 0,32 O,21I 0,53 0,35 0,59 0,39 
Acide isocitrique + 
NUS HE Pr - 0,09 0,10 
Acide transaconitique... traces traces traces 
ACIER IOLAIE. 6,38 6,10 5,56 


(2) Acides volatils vérifiés par chromatographie gaz liquide (Méthode Martin et Synge). 


Ce tableau nous indique que l'acide malique représente, au départ 
de l'expérience, plus de 80 %, de l’acidité totale. Après 6 jours de culture, 
la teneur en acide malique de 100 g en poids frais d’explantats passe 
de 730 mg à 560 mg, soit une variation de cette teneur équivalente à 
23 %. Cette variation ne peut être due à une hydratation des tissus 
puisque dans le même temps, l'acidité totale des tissus ne varie que de13 %. 
La baisse de la teneur en acide malique des tissus du Topinambour au 
cours des premiers jours de culture, pour être moins spectaculaire que 
celle de l’arginine, peut expliquer, par l'intermédiaire du cycle de Krebs, 
la synthèse d’acide glutamique, de glutamine ou d’alanine au cours de 
la dégradation de l’arginine. L/amplitude relativement faible des varia- 
tions de cette teneur en acide malique des explantats au cours de la 
culture peut s'expliquer par la forte réserve glucidique du tubercule et 
la présence, dans le milieu nutritif, d’une source d'énergie pour les ex- 
plantats, représentée par du glucose. 

Nous avons l'intention d'étudier ultérieurement, d’une manière 
plus détaillée, cet aspect du métabolisme des tissus du Topinambour. 


VIII. — CONSIDÉRATIONS GÉNÉRALES ET CONCLUSIONS. 


Les travaux que nous venons d'exposer montrent que le rhizome 
du Topinambour constitue un matériel extrêmement favorable pour 
l'étude du métabolisme de l’arginine, grâce à sa forte teneur en cet 
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amino-acide et à la facilité avec laquelle on peut provoquer la croissance 
de ses tissus 2n-vitro en présence d’auxine. 

A l’aide de molécules d’arginine marquées soit au radiocarbone, 
soit à l'azote lourd, nous avons démontré, 2n-vitro, que la molécule est 
tranformée par les tissus en proline et hydroxyproline. En combinant 
les techniques chromatographiques et isotopiques, nous avons, pu iden- 
tifier certains intermédiaires et notamment l’uréeetl’ornithine. Parcontre, 
nous avons subi des échecs répétés chaque fois que nous avons tenté 
d'identifier la citrulline au cours de ces phénomènes. 

Ces résultats impliquent la présence d’arginase et d’uréase dans le 
rhizome. Malheureusement, tous nos essais tendant à identifier direc- 
tement ces enzymes dans le tubercule sont restés vains, l’activité méta- 
bolique de ses tissus étant très réduite. En effet, nous observons les pre- 
mières mitoses 2n-vitro 6 jours seulement après la mise en culture, alors 
que chez la levure elles sont décelables dans les deux heures qui suivent 
l’'ensemencement. Ce phénomène est par contre très avantageux pour 
l'étude des intermédiaires qui apparaissent au cours des dégradations 
in Situ. 

Ayant précisé le sort des différents atomes de carbone de la molé- 
cule d’arginine, au cours de sa dégradation 2n-vitro, nous avons étudié 
ce que devenaient les atomes d'azote de son groupement amidine. En 
faisant absorber à des tissus de l’arginine dont les azotes de ce groupement 
étaient enrichis en ÊN nous avons pu constater qu'ils étaient réintégrés 
dans l'acide glutamique, l’alanine et les amides mais, chose surpre- 
nante, également dans la proline et l’hydroxyproline. Ce phénomène ne 
peut s'expliquer que par la cyclisation de l'acide glutamique marqué à 
l'azote lourd. Nous avons vérifié qu'il en était ainsi en fournissant aux 
tissus de l'acide glutamique marqué au radiocarbone. Dans ce cas, nous 
avons retrouvé une activité importante dans la proline. 

Ces derniers résultats semblent indiquer que les voies biochimiques 
qui conduisent à la synthèse de la proline sont diverses dans cet organisme. 

Nous avons cherché à rassembler les résultats de cette étude dans 
le schéma n° 17. Il indique les deux voies possibles de synthèse de la pro- 
line. Il permet d'expliquer la forte activité de cet amino-acide lorsqu'on 
fournit aux tissus de l’arginine marquée et, d'autre part, la faible acti- 
vité que l’on retrouve dans l'acide glutamique au cours des mêmes phé- 
nomènes. Il laisse supposer que la désamination oxydative de l’ornithine 
a lieu en « selon le schéma de BOULANGER, COURSAGET, BERTRAND et 
OSTEUX (2) et non en « selon le schéma reconnu par VoGEL., (20) chez le 
Neurospora crassa et Escherichia coli. Cette partie est encore hypothéti- 
que et mérite d'être vérifiée par l'emploi d'orthinine marquée par de 
l'azote lourd en position « ou à. 

Nous avons fait figurer dans ce schéma, comme origine de l'acide 
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glutamique, la condensation classique de l'acide «-cétoglutarique avec 
l’ammoniaque provenant du groupe amidine de la molécule d’arginine.Pour 
rechercher l’origine de cet acide «-cétoglutarique, nous avons été con- 


Acides organiques SNH 
14C_15NH 
NT : NH 
NH dE 
TAC ut 2 
one DRE EN ral 
CHo 14 CHz. 
+ CO Fee 
CH— NH, CH Na. 
COOH ia 
CHO DE 
Dre CR? 
CH: ne 
CH= 'ENHz Fe 
COOH CHAN 
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ie 
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Schéma n° 17 


duit à étudier la composition en acides organiques de fragments de rhi- 
zomes cultivés in-vitro. À l’ensemencement, nous avons observé la grande 
richesse en acide malique des explantats, puis une baisse de leur teneur 
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en cet acide organique dans les premières heures de la culture. Nous pou- 
vons supposer que l’acide malique, par l'intermédiaire du cycle de Krebs, 
donne naissance aux acides cétoniques, précurseurs de l’acide glutamique 
et de l’alanine dans lesquels nous avons retrouvé l’azote lourd de l'argi- 
nine. Nous nous proposons, dans l'avenir, d'étudier ce phénomène à 
l'aide d'acide malique marqué. 

Ayant résumé les résultats que nous avons obtenus nous avons à 
exposer les quelques réflexions générales qu'ils suggèrent. 


19 Rôle de la lumière dans le métabolisme de l'arginine. 


En étudiant in-vitro l'absorption et la dégradation de l’arginine 
à l’aide d’une molécule marquée au radiocarbone, sur le groupement 
amidine, nous avons observé, à plusieurs reprises, que les tissus ne reje- 
taient du gaz carbonique radioactif que pendant la période où les cul- 
tures de tissus étaient éclairées, alors que les phénomènes d'absorption 
avaient lieu aussi bien le jour que la nuit. Il semble donc qu’une certaine 
énergie lumineuse soit nécessaire pour que la dégradation de la molé- 
cule d’arginine s'effectue. 

Une telle intervention de la lumière dans le métabolisme de l’arginine 
ne nous surprend pas. Nous l’avons déjà signalée lors de l’étude que nous 
avons consacrée à l’évolution de l’arginine libre dans le tubercule du 
Topinambour au cours du cycle végétatif (1). Nous nous proposons d’entre- 
prendre des recherches afin de voir si des relations quantitatives étroites 
existent entre la lumière et les mécanismes conduisant à la dégradation 
de l’arginiñe dans des tissus cultivés 2n-vitro. 


20 Rôle de la proline et de l'hydroxyproline chez le tubercule de Topi- 
nambour. 


Nous avons été surpris, au cours de cette étude, de constater une 
synthèse aussi importante de proline et d’hydroxyproline. Nous avons 
même montré qu'elle pouvait s'effectuer par deux voies différentes. On 
peut se demander quel est le rôle physiologique de ces deux amino-acides, 
d'autant plus qu'un phénomène semblable a été également signalé par 
F. C. STEWARD, J. K. POLLARD, À. A. PACHETT et B. WITKoOP (19) dans les 
fragments de liber de carotte cultivés in-vitro en présence de lait de coco. 
Ces auteurs ont montré qu'au cours de la croissance, ces tissus synthéti- 
saient une protéine inerte, non métabolisée ultérieurement et très riche 
en hydroxyproline. Ils comparent cette protéine au collagène des tissus 
animaux. Dans le cas des tissus de Topinambour cultivés in-vitro nous 
avons vu que cette proline disparaissait très lentement mais nous igno- 
rons si c'est par incorporation aux protéines ou par d’autres transfor- 


() Annales de Physiologie végétale N° 3 de 1959 pages 231 à 242. 
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mations. Nous savons, d'autre part, quela plante entière, au moment de 
la dégradation de l’arginine, n’accumule pas de proline. Nous pouvons 
nous demander les raisons de cette différence. Elle réside vraisembla- 
blement dans l’absence d’organisation des tissus cultivés in-vitro, qui sont 
de véritables aggrégats cellulaires, comparés à la plante entière, chez qui 
se manifestent des phénomènes de corrélation et de polarité et où la 
physiologie des bourgeons se développant au printemps, retentit pro- 
fondément sur celle des tissus du rhizome. 

Ces remarques nous montrent bien que la connaissance des mécanis- 
mes liés à la vie de la plante nécessiteront toujours des recherches expéri- 
mentales sur l'individu entier. Cependant, ces recherches seront facilitées 
par les connaissances acquises à l’échelon cellulaire, grâce à la technique 
des cultures de tissus. 
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